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RESUMEN

El cancer epitelial de ovario (CEO) es la neoplasia ginecolégica mas letal, ya que se detecta de forma
tardia y suele presentar reincidencia debido, principalmente, a que genera mecanismos de resistencia a
la quimioterapia. EI CEO esta asociado a eventos hormonales y reproductivos, pero hasta la fecha no
se ha demostrado una correlacion entre los receptores de hormonas esteroides sexuales, ya que en la
mayoria de los estudios no toman en cuenta la expresion de los receptores de hormonas en las células
tumorales, especificamente los receptores de estrogenos (ER), andrégenos (AR) y de progesterona
(PR) con el subtipo histologico de cada tumor y el grado de progresion metastatica de la enfermedad.
Por otra parte, se sabe que la isoforma 1 del Factor de Crecimiento Transformante Beta (TGFf) juega
un papel importante en la tumorogénesis en el ovario, ya que regula la proliferacién celular, migracion y
metastasis; por ello, el analisis de su receptor 2 (TGF-BRII) tiene relevancia debido a que puede ser
utilizado como biomarcador molecular en la prediccion y el pronostico del cancer de ovario, asi como
permitir la seleccién de tratamientos mas efectivos contra el CEO recurrente.

En el presente estudio se determiné la expresion de los AR, ER, PR y TGF-BRII, asociados con los
subtipos histologicos del CEQ vy el grado de proliferacion tumoral determinada a través de la expresion
del marcador Ki-67. Se observé que en los tumores del subtipo seroso los cuatro receptores analizados
disminuyen de manera inversamente proporcional con el grado de malignidad. La disminucién en la
presencia del ERa y de la forma activa de pTGF-BRIl pueden ser utilizados como marcadores
moleculares en este subtipo de CEOQ. En los tumores del subtipo endometriode poco diferenciados no
de detecté el TGF-BRII, por lo que se propone que se tome en cuenta el cociente TGF-BRII / Ki-67,
como un nuevo marcador tumoral, para confirmar el grado de malignidad.

Estos resultados pueden ser tomados en cuenta para mejorar el diagnostico y asi ayudar a que las
terapias sean mas especificas y menos agresivas para la poblacion femenina que presenta esta
neoplasia.
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ABSTRACT

Epithelial Ovarian Cancer (EOC) is the most lethal gynecologic neoplasia since it is most commonly
detected in an advanced stage, and often recurs after treatment, mainly because of the development of
drug resistance (chemoresistance). EOC is clearly associated to hormonal and reproductive factors;
however, no relationship has been found between the expressions of steroid hormone receptors and
this pathology, since most studies do not take into account the expression of the hormone receptors in
tumor cells, specifically the estrogen, androgen and/or progesterone receptors (ER, AR, PR
respectively) status related to histologic subtypes and metastatic disease progression. On the other
hand, it is well known that Transforming Growth Factor-beta (TGFp) plays an important role in ovarian
tumorigenesis, and its expression also regulates proliferation, migration and tumor cell metastasis;
accordingly, type Il TGF-B receptor (TGF-BRII) can be used as a predictive and prognostic molecular
ovarian cancer biomarker, and an aid for selecting optimally effective treatment(s) for recurrent EOC.

The objective of this study was to investigate whether tumor expression of the AR, ER, PR and TGF-
BRIl was associated with histologic subtypes of EOC and malignant degree, determined by the Ki-67
labeling index and the tumor grade. The expression of all four receptors was inversely correlated with
the malignant degree of the serous subtype of ovarian carcinoma. Decreased expression of ERa and
the active form of pTGF-BRII may be used as molecular markers in this specific subtype of EOC.
Moreover, since all poorly differentiated endometrioid tumors demonstrated no expression of TGF-BRII,
our findings allow the proposal of a novel tumor marker (TGF-BRII/Ki-67 ratio) in order to confirm
malignant degree.

Our results could be useful for improving diagnostic accuracy in ovarian cancer and are a promising
approach for more specific and less aggressive treatments against human EOC.

15
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Introduccion

Morfofisiologia del ovario humano

Con la finalidad de entender mejor el origen de diversas alteraciones que pudiesen desencadenar
ciertas neoplasias en los ovarios, primero es importante hacer su descripcion anatémica vy fisioldgica.
Los ovarios son 6rganos pares, estan situados, uno a cada lado del Utero, dentro de la fosa ovarica en
la cavidad pélvica, tienen forma ovoide, con aspecto de almendra, de aproximadamente 3 cm de largo y
cm de ancho (Leung y Adashi, 2003). Hasta la pubertad son de color blanquecino a rosado, de
superficie lisa; durante la vida fértil adquiere paulatinamente mas cicatrices y se tornan irregulares a
causa de las ovulaciones consecutivas. En mujeres posmenopausicas los ovarios forman quistes
corticales de inclusion, tienen menor tamafio con respecto a la etapa reproductiva y se tornan de un
aspecto grisaceo debido a la disminucion en la irrigacion sanguinea (Ross y Pawlina, 2007).
Histolégicamente los ovarios se dividen en tres regiones tisulares principales: el epitelio superficial, la
corteza y la médula ovarica (Leung y Adashi, 2003); en la (fig. 1) se observan claramente cada una de

las estructuras que conforman al ovario de una mujer en etapa reproductiva.

El epitelio superficial del ovario (ESO) o también denominado mesotelio del ovario (MO), durante el
desarrollo embrionario forma parte del epitelio celémico, que se describe como un tejido inconspicuo
que recubre al ovario, no se le ha atribuido alguna otra funcién especifica, sin embargo, presenta gran
relevancia ya que se ha visto relacionado con diversas patologias ginecoldgicas; en cancer epitelial de
ovario, es el que se presenta con mayor frecuencia y es el mas letal de los carcinomas ovaricos (Leung
y Adashi, 2003).

La corteza ovarica (también llamada regién cortical) se encuentra en la periferia del ovario y rodea a la
médula, contiene foliculos ovaricos que estan incluidos en el tejido conjuntivo (Ross y Pawlina, 2007).
En la etapa reproductiva pueden distinguirse los foliculos en distintas etapas de desarrollo, cuerpos
luteos y blancos, siendo los primeros los encargados de la sintesis de progesterona (Boron y Boulpaep,
2012); asi mismo, el foliculo ovérico es considerado como la unidad morfolégica y funcional del ovario,
ya que es responsable de la maduracién del ovocito y la produccion de hormonas esteroides sexuales
(esteroidogénesis). De tal manera que al inicio de cada ciclo reproductivo de la muijer, 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

16
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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 174-
estradiol (E2); en la periferia de dichos estratos celulares se encuentra la teca, que se divide en la teca
interna (productora de andrdgenos, 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'Graff, el cual es el responsable
de la liberacion del ovocito maduro durante la ovulacién; no obstante, aquellos foliculos que no
alcancen la madurez, entran en un proceso de atrofia denominado atresia folicular (Strauss y Barbieri,
2013).

La médula del ovario (region medular) se divide en: médula yuxtacortical (por debajo de la corteza) y
médula profunda, esta region se encuentra en el centro del ovario y se compone de tejido conjuntivo

laxo y de vasos sanguineos tortuosos, contiene vasos linfaticos y nervios (Strauss y Barbieri, 2013).

Epitelio

Foliculo Superficial

8
. j;

Atrésico

Cuerpo

Liteo N " AN AT R,
‘| \:\?:‘,‘/ .

Foliculo Preantral

Corteza

v

oo
b 4
’/ ko
BT L
-
&5

;

Tejido Luteal

Foliculo Terciario

Figura 1. Representacién esquematica del ovario de mujer en etapa reproductiva, se observan los foliculos en
distintos estadios de maduracién, la corteza ovarica, médula ovarica y epitelio superficial, ademas de la
morfologia histologica de cada seccion representada. Modif. de (Leung y Adashi, 2003).
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Cambios en los ovarios durante la vida de la mujer

La formacion y desarrollo de los foliculos ovaricos comienza durante la vida fetal, en un inicio se forman
alrededor de 6 a 7 millones de células germinales, de las cuales tras el nacimiento permanecen
aproximadamente 2 millones de foliculos, de estos unicamente 400 mil ovocitos lograran ser viables
durante la vida reproductiva de la mujer; en esta etapa se observa un claro desarrollo y maduracion de
foliculos, los cuales estan provistos de vasos sanguineos y gran inervacion que le confieren una
tonalidad rosada a los ovarios. Sin embargo, en una edad aproximada a los 40 afios, la reserva folicular
disminuye considerablemente, llegando a estimarse de 100 a 1000 foliculos por cada ovario; esto se
atribuye a que se reduce la tasa de maduracion folicular y aumenta la apoptosis, lo cual incrementa la
atresia en los foliculos en etapa de maduracion, siendo los ovocitos los primeros en desparecer,
marcando el inicio de la menopausia, sin embargo, es posible que el ovario al inicio de esta etapa

presente todavia algunos foliculos primarios y segundarios (Leung y Adashi, 2003).

No obstante, comienza a presentarse la pérdida de la funcion folicular por lo que hay una disminucién
drastica de las hormonas ovaricas, principalmente de estradiol y progesterona (fig. 2), aumenta la
cantidad de tejido conectivo y la formacion de quistes corticales de inclusién (Auersperg et al., 2001),
ademas, de que se observa una notable disminucion del tamafio de los ovarios adquiriendo una
tonalidad grisacea. El inicio de la menopausia se atribuye a diversos factores como la edad,

alimentacion, ambiente y genética (Boron y Boulpaep, 2012; Leung y Adashi, 2003).
(A)
Joven Menopdusica

Menopausi
< Estrégenos
= Progesterona

20 30 40 50 60 70

Figura 2. (A) Cambios en los ovarios de una mujer en etapa reproductiva y en etapa menopausica. Al inicio de la
menopausia el tamafio de los ovarios disminuye y se tornan de una coloracidn blanquecina, en cambio, en una
mujer joven la irrigacion sanguinea permanece constante por lo tanto los ovarios presentan una tonalidad
rosada. (B) Variaciones en los niveles de hormonas sexuales durante la vida de la mujer, se observa que al inicio
de la menopausia comienza el descenso de los estrdgenos y la progesterona a medida que avanza la edad de la
mujer ambas hormonas tienden a disminuir.

Tomado de:http://es.123rf.com/photo 45121638 fluctuacion-de-las-hormonas-que-se-produce-durante-la
menopausia-la-menopausia-como-una-etapa-en-la-.html
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Epidemiologia del Cancer de ovario

En México, en el 2003 se registraron mas de 4,000 nuevos casos de cancer de ovario los cuales
representaron la cuarta causa de muerte por cancer en mujeres. Estudios epidemiologicos
comprendidos entre los afios de 1980 al 2011 indican que la cantidad de fallecimientos reportados en
mujeres de entre 35y 64 afios se han elevado en un 1.4% (Torres-Sanchez et al., 2014). En México, el
cancer de ovario es el segundo tipo de cancer ginecologico mas frecuente, ya que se calcula que se
diagnostican alrededor de 4 mil casos nuevos al afio en México, lo que se traduce en 10 casos diarios y
un diagnostico nuevo cada 2 horas y siete muertes diarias (Programa de Cancer de Ovario del INCan-

México, 2016;http://www.cancerdeovario.org.mx/info/image-styles.html).

A nivel mundial, es la séptima causa de muerte por cancer en las mujeres (World Cancer Research
Fund International, 2016) pero es la neoplasia ginecologica més letal debido a que en la mayoria de las
mujeres se diagnostica en estadios tardios de la enfermedad (Jelovac y Armstrong, 2011; Song et al.,
2014; Torres-Sanchez et al., 2014). En 2012, se diagnosticaron cerca de 239,000 nuevos casos, siendo
la tasa de supervivencia a 5 afios del 30 al 50% (World Cancer Research Fund International, 2016).
Entre los paises que presentan una mayor incidencia de este cancer, se encuentran los europeos,
seguidos de EUA, Canada y México y de menor incidencia Colombia, Uruguay, Australia seguido por

Brasil y Argentina.

El tumor maligno méas frecuente de ovario es el tipo epitelial, cerca del 85 al 90% corresponden a
carcinomas ovaricos epiteliales, seguidos por los de variedad de linea germinal y tumores de estroma
que suelen afectar a mujeres jovenes (figs. 3 y 4) (De Ledn, 2011); estos carcinomas son detectados
en estadios avanzados de la enfermedad, ya que no presentan sintomas que determinen su rapida
deteccion, en la mayoria de las ocasiones se confunde con sindrome de colon irritable y aunque cerca
del 80% de los casos responde al tratamiento primario; entre el 60-70% de las mujeres presenta una
recaida que se vuelve refractaria a la quimioterapia, aunado a que las pacientes se dirigen con médicos
oncologos que carecen de la preparacion requerida para el tratamiento, aumentando el riesgo de tener
una cirugia que conlleve a un mal pronéstico para las pacientes (De Ledn, 2011; Gallardo-Rincén et al.,
2016).
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La deteccion oportuna de los tumores malignos de ovario es un factor esencial para un buen
pronostico, tal es el caso de las mujeres que en etapas tempranas reflejan una sobrevivencia de 90% a
los 10 afios posteriores a su diagnostico; sin embargo, la mayoria de las mujeres en etapas avanzadas
de la enfermedad presentan una sobrevida a los 5 afios del 50%-60% (Hennessy et al., 2009; Malek y
Tchernitsa, 2013).

Epiteliales No epiteliales |
Seroso Seroso Endometrioide  Mucinoso  Células Cordones Células
bajo grado alto grado Claras Sexuales Germinales

Figura 3. Clasificacion del cancer de ovario de acuerdo a su origen, entre los que derivan del epitelio superficial
del ovario (ESO) se encuentran: los tumores serosos de bajo grado, serosos alto grado, endometrioides,
mucinosos y células claras; los de tipo no epitelial (derivan de estructuras diferentes al ESO) cordones sexuales
de tejido estromal y de células germinales, éstos Ultimos son los que se presentan en menor frecuencia de los

tumores ovaricos.
Tipos de cancer de ovario

v

O

y producen hormonas femeninas Foliculo en crecimiento

Figura 4. llustracién esquematica de la localizacion de los diversos tipos de cancer de ovario que pueden
presentarse en la mujer. El tumor de tipo epitelial es el méas frecuente de los tipos de cancer de ovario, éste se
desarrolla en etapas de menopausia y posmenopausia en la mujer, suele ser detectado en etapas tardias y
representa el de mayor riesgo, en cambio, los de tipo de células germinales y células estromales, son menos
comunes y suelen desarrollarse en mujeres jovenes, ademas de tener un prondstico favorable para las mujeres
que los desarrollan. Tomado de: http://www.gicom.org.mx/en/cancerdeovario/cancerdeovario-2.html

20


http://www.gicom.org.mx/en/cancerdeovario/cancerdeovario-2.html

Tesis de Maestria en Biologia de la Reproduccién Animal Biol. Argelia Calvillo Robledo

Cancer de cordones sexuales

El cancer de cordones sexuales (SCSTs por sus siglas en inglés, de Ovarian Sex Cord-Stromal
Tumors), derivan de diferentes tipos celulares que se presentan en etapa embrionaria, tales como las
células de la granulosa, de Sertoli, la teca o fibroblastos, los cuales podrian dar origen a ciertos
tumores como los de células de la granulosa, tecomas, fibrotecales, de células estromales, de Sertoli-
Leydig, etc, (fig. 5) (Al-Agha et al., 2011). Su incidencia es muy baja, llega a tener una frecuencia del
8% de los tumores de ovario, este tipo de tumores se ha visto relacionado con diversos tipos de

mutaciones asociadas a cada estirpe celular (Gershenson, 2012).

Figura 5. Micrografia optica de corte transversal de un tumor de células de Leydig de cordones sexuales. En
morado se observan los nucleos (N) y en rosa estructuras del mesénquima y tejido conectivo (MQ), tincién con
Hematoxilina y Eosina (Al-Agha et al., 2011).

Cancer de células germinales

El cancer de células germinales (MOGTs por sus siglas en inglés, Malignant Ovarian Germ Cell
Tumors), se desarrolla en células germinales, con un alto indice de crecimiento y malignidad, se
presentan en tumores de tipo disgerminoma, en su mayoria se han visto asociados a teratomas y
tumores de tipo mixto (Sigismondi et al., 2015). Pueden presentarse algunos otros carcinomas de tipo
embrionario como, coriocarcinomas y poliembrioma, sin embargo, son poco frecuentes (Parkinson et
al., 2011). Los MOGTs representan poco menos del 5% de los tumores ovaricos, se desarrollan con
mayor frecuencia en la adolescencia y en mujeres jovenes (fig 6). Presentan un mejor tratamiento
inclusive en etapas avanzadas a diferencia de los tumores ovaricos de tipo epitelial (Gershenson,
2012).
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Figura 6. Micrografia Optica de corte transversal de tumor mixto de células germinales (CG), tincién con
Hematoxilina y Eosina (Talerman y Vang, 2011).

Etiologia del Cancer epitelial de ovario

El cancer epitelial de ovario (CEO) surge del epitelio superficial, es el mas comun de los tumores
malignos de ovario y presenta una elevada letalidad atribuida a diversos factores tales como: deteccién
tardia de la enfermedad, falta de biomarcadores de diagndstico, alta recidiva (reaparicién del cancer) y
resistencia a tratamientos (Schiler et al., 2013). Es una enfermedad con sintomas inespecificos como
inflamacién, dolor en pelvis 0 abdomen, dificultad para ingerir alimentos, saciado rapido, sensacién de
orinar constantemente, acumulacién de liquido de ascitis, 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 indigestion, colitis y sindrome de colon irritable (Stack y Fishman, 2010; American Cancer
Society, 2016;  http://www.cancer.org/cancer/ovariancancer/detailedguide/ovarian-cancer-what-is-
ovarian-cancer) por lo que no se sospecha el cancer como primera opcién y en la mayoria de los
casos, se diagnostican en etapas avanzadas de la enfermedad con metéstasis extendida (Malek y
Tchernitsa, 2013).

Por otra parte, estudios realizados en tumores ovaricos, reflejan que cada subtipo tumoral responde de
manera diferente a los tratamientos, por lo que una caracterizacion mas detallada de dicha neoplasia
es crucial para determinar un tratamiento efectivo, oportuno y menos invasivo (Mungenast y
Thalhammer, 2014).
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Estadios de CEO

De acuerdo con la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia, la FIGO, los tumores ovaricos

se agrupan con base a su origen, estadio y nivel de diseminacién. En la actualidad la clasificacion de

los estadios de la enfermedad se basan en cuatro principales etapas, siendo la de tipo | en la que se

presentan los menos agresivos debido a que la masa tumoral se encuentra localizada en uno 0 ambos

ovarios, en el caso de la tipo Il involucra ovarios y cavidad pélvica, la tipo Ill, ovarios, cavidad pélvica,

formacion de implantes en peritoneo y metastasis a nivel de nddulos linfaticos y la Ultima etapa

corresponde a la tipo IV que es determinada cuando existe una metastasis distal hacia diversos

organos (Zeppernick y Meinhold-Heerlein, 2014).

En la siguiente tabla se observa de manera detallada la etapificacién del cancer de ovario estipulada
por la FIGO (Stack y Fishman, 2010).

Etapa

o

>

o

Caracteristicas de la etapa
Limitado a los ovarios.
Limitado a un ovario, presenta capsula intacta sin tumoracion en la superficie del ovario y sin células
malignas en liquido de ascitis o en lavados peritoneales.
Limitado a ambos ovarios, capsula intacta sin tumor en la superficie del ovario y sin células malignas
en liquido de ascitis 0 en lavados peritoneales.
Limitado a uno o ambos ovarios, presentando ruptura en la capsula, tumoraciones presentes en la
superficie del ovario, presencia de células malignas en liquido de ascitis 0 en lavados peritoneales.
El tumor involucra uno o ambos ovarios con extension pélvica.
Extension e implantes en Utero o tubas, sin presencia de células malignas en liquido de ascitis 0 en
lavados peritoneales.
Extensién a 6rganos pélvicos vecinos, sin presencia de células malignas en liquido de ascitis 0 en
lavados peritoneales.
Presencia de células malignas en liquido de ascitis 0 en lavados peritoneales.
Se involucra uno 0 ambos ovarios con metastasis confirmada en cavidad peritoneal fuera de la
cavidad pélvica con diseminacion a nodulos linfaticos.
Metastasis microscopica en peritoneo fuera de la pelvis.
Metastasis microscopica en peritoneo fuera de la pelvis <2 cm de dimension .
Metastasis microscopica en peritoneo fuera de la pelvis >2cm de dimensidn, con metastasis hacia
nddulos linfaticos (incluyendo nédulos inguinales) incluyendo la superficie de la capsula del higado.

Metastasis distante mas alla de la cavidad peritoneal, metastasis en higado y efusién pleural.
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Por otra parte se han clasificado a los tumores ovéricos a partir de criterios moleculares en dos
categorias: los de tipo | o de bajo grado, son aquellos que presentan una marcada diferenciacién entre
los compartimentos tisulares (epitelio-mesénquima; los tumores serosos bajo grado son caracteristicos
de este tipo de clasificacion, los cuales, presentan mutaciones en KRAS, BRAF, PTEN y PI3K; los de
tipo Il o de alto grado, son tumores que presentan poco grado de diferenciacion, ya que han perdido la
arquitectura del tejido, por lo que es casi imposible distinguir entre compartimentos tisulares, en esta
clasificacion se incluyen a los tumores serosos de alto grado, mucinosos y de células claras, los cuales
presentan mutaciones en p53, BRCA1 y BRCA1 (Auersperg et al., 2001a; Jayson et al., 2014; Schler
etal., 2013).

Clasificacion de CEO por subtipos histologicos

Este tipo de carcinoma se clasifica de acuerdo a sus caracteristicas histopatoldgicas, las cuales
presentan diferentes indices de prevalencia en todo el mundo, los subtipos que se presentan en mayor
frecuencia, son los tumores serosos de alto grado (HGSC, 70%), el tipo endometriode (EC, 10%) de
células claras (CCC, 10%), el mucinoso (MC, 3%) y el carcinoma seroso de bajo grado (LGSC <5%)
(Zeppernick y Meinhold-Heerlein, 2014). No obstante, en algunos casos los carcinomas de tipo

mucinoso se presentan con mayor frecuencia con respecto a los de células claras.

A continuacién se describen con mayor detalle cada uno de estos subtipos de CEO:

Seroso Limitrofe

Se caracterizan por presentar masas de tipo quisticas, de 2 a 25 cm, atipia nuclear, en algunos casos
estratificacién del epitelio y proyecciones micropapilares, polimorfismo celular y gran actividad mitética.
Este tipo de tumores no es considerado como un carcinoma, debido a que no hay invasién por parte de
las células epiteliales al estroma como en otros tipos de tumores del mismo subtipo (serosos de bajo y
alto grado); mientras que en ciertos casos pueden formar implantes en la cavidad peritoneal, pero no
presentan propiedades metastasicas e invasivas (fig. 7), por lo que el prondstico de sobrevida a este

tipo de tumor es mayor (Fauser y Genazzani, 2015; Prat, 2012).
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Figura 7. Micrografia dptica de corte transversal de tumor epitelial de tipo seroso limitrofe, proveniente de mujer
menopausica, se observan cada uno de los compartimentos tisulares (epitelio-estroma). (E) El epitelio superficial
se encuentra delimitando al tejido mesenquimatoso (MQ), en morado se observan los nlcleos de las células
epiteliales (N), se aprecia la ausencia de invasion de esta estirpe celular al tejido contiguo, (VS) en rojo se
pueden visualizar pequefios vasos sanguineos y glébulos rojos; tincion con Hematoxilina y Eosina (Laboratorio
Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).

Seroso de alto grado (HGSC)

La mayor parte de las pacientes presenta cancer de ovario de alto grado, esta enfermedad es
caracterizada por presentar mutaciones en p53 (proteina encargada en la regulacién de ciclo celular).
Aunque este tipo de tumor se ha asociado al epitelio superficial del ovario, evidencia reciente sugiere
que la malignidad puede provenir de la fimbria de la tuba, lo cual refleja la semejanza histoldgica entre
ambos tipos de tejido, de ahi su nombre de tipo seroso (fig. 7.1) (Jayson et al., 2014). Se ha propuesto
que este tipo de carcinomas estan asociados a lesiones provenientes del tejido tubarico lo que indicaria
que posiblemente el origen de este subtipo provenga de dicho tejido (Nik et al., 2014). A menudo se
encuentran ampliamente diseminados al momento del diagnéstico, a diferencia del tipo limitrofe que no
suele invadir otros compartimentos tisulares, presentan superficie lisa 0 con excrecencias papilares, de

estroma edematoso, células neoplésicas dispersas y areas necrosadas (Fernandez y Nufiez, 2004).

Figura 7.1 Micrografia 6ptica de corte transversal de tumor epitelial del subtipo seroso de alto grado, de mujer en
etapa menopausica, se muestra la pérdida completa de la arquitectura del tejido, se observan los nucleos de las
células epiteliales en un tejido indiferenciado (N), asi como la infiltracién de linfocitos (L); tincion con
Hematoxilina y Eosina (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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Cancer de ovario Endometrioide (EC)

Se han reportado mutaciones en p53 en este subtipo, a diferencia del subtipo seroso, los tumores del
tipo endometrioide se caracterizan por asemejarse histoldgicamente a tejido de endometrio. El 20% son
bilaterales y hasta un 25% de los casos se asocia con cancer de endometrio, presenta glandulas y
macroscopicamente son tumoraciones solido-quisticos (fig. 7.2). Aproximadamente el 10% se asocia

con endometriosis (Fernandez y Nufiez, 2004).

o 08
559&"';

Figura 7.2. Micrografia dptica de corte transversal de tumor epitelial del subtipo endometrioide, se observa la
conformacion de papilas con epitelio alto presentes en este subtipo, en morado (N) se muestran los nucleos de
las células epiteliales, asi como la presencia de pequefios linfocitos (L), en rojo (ER) se aprecia la infiltracién de
eritrocitos y estroma (MQ). Este tipo de tumores pueden llegar a formar estructuras glandulares que se asemejan
al tejido endometrial. Tincion con Hematoxilina y Eosina (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).

Cancer de ovario Mucinoso (MC)

Este tipo de cancer es el que se diagnostica comunmente en etapas tempranas de la enfermedad, es
extremadamente raro, ocurre de un 2-4% de los carcinomas epiteliales de ovario (Chao et al., 2013) se
ha visto relacionado con canceres de tipo gastrointestinal como colon y estomago, se ha propuesto que
su origen proviene de estos tejidos y puede llegar a hacer metastasis en ovario (Jayson et al., 2014;
Petrik, 2013). Son tumores s6lidos o quisticos, con zonas necrosadas y hemorragias frecuentes. Una
de sus caracteristicas es que en el mismo tumor coexisten areas benignas, limitrofes o borderline y
zonas de malignidad. Se caracterizan por tener grandes acimulos citoplasmaticos de mucina (fig.7.3)
(Fernéndez y Nufiez, 2004).
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Figura 7.3. Micrografia 6ptica de corte transversal de tumor epitelial del subtipo mucinoso, de mujer en etapa
menopausica. Las células epiteliales de tipo cilindrico con nlcleos basales (CE), este tipo de tumores se
caracteriza por la formacién de vacuolas que contienen gran cantidad de mucina (M), en rosa se observa el
tejido de mesénquima (MQ), y en rojo la presencia de vasos sanguineos (VS); tincién con Hematoxilina y Eosina
(Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).

Cancer de ovario de células claras (CCC)

Este tipo de cancer presenta una incidencia relativamente baja, se ha asociado a endometriosis al
igual que el del subtipo endometrioide (Petrik, 2013), este tipo de tumores se presentan como una gran
masa localizada en la pelvis, cominmente suelen ser unilaterales (fig. 7.4), se diagnostican en etapas
tempranas sin embargo, las pacientes que padecen este tipo de tumor en particular presentan poca
respuesta a tratamientos clinicos y quimioterapia por lo que al momento de su diagndstico son

clasificados como de alto grado (Jayson et al., 2014; Sugiyama et al., 2000).

Figura 7.4. Micrografia dptica de corte transversal de tumor epitelial del subtipo de células claras, de mujer en
etapa postmenopausica. Las células presentan un nucleo claramente picnético (N) y el citoplasma muestra una
ausencia de coloracion debido a la gran cantidad de glucoproteinas (GP) y en rosa se observa el tejido
mesenquimal (MQ); tincién con Hematoxilina y Eosina (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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Hormonas Esteroides Sexuales del Ovario

Las hormonas esteroides presentan caracteristicas liposolubles, comparten un esqueleto formado por
el ciclopentanoperhidrofenantreno, que contiene 17 atomos de carbono (C). Se sintetizan a partir del
colesterol, el cual contiene 27 atomos de carbono, dando lugar a la progesterona (21-C), los

androgenos (19-C) y los estrogenos (18-C) (Strauss y Barbieri, 2013).

Andrégenos

Los andrégenos son las hormonas sexuales masculinas por excelencia, ya que en el varon determinan
los caracteres sexuales primarios y secundarios, asi como el desarrollo y diferenciaciéon de 6rganos
reproductivos internos y externos. En la mujer, los andrégenos son sintetizados en las células de la
teca interna del foliculo ovérico a partir del colesterol. Las concentraciones circulantes de andrégenos
cambian principalmente dependiendo de la etapa del ciclo menstrual y la edad de la mujer (Burger,
2002).

Estrogenos

Los estrégenos son las hormonas femeninas que intervienen en el desarrollo de los caracteres
sexuales secundarios, durante el ciclo menstrual regulan la secrecion de las gonadotropinas
hipofisarias, facilitan el crecimiento y maduracion de los foliculos ovéricos, aumentan la motilidad de las
trompas uterinas, participan en los cambios ciclicos del endometrio, el cuello uterino y la vagina, asi
como el desarrollo de la glandula mamaria (Strauss y Barbieri, 2013). Incluyen al 17 estradiol, el cual
es resultado de la biotransformacion de un anillo neutro (andrégenos) a un anillo fendlico, debido a un
proceso de aromatizacion llevado a cabo por la enzima aromatasa. El estradiol, la estrona y el estriol
que son secretados principalmente por las células de la granulosa de los foliculos ovéricos, el cuerpo
luteo y la placenta. Los estrégenos también participan en las funciones de otros tejidos y drganos como
cerebro, piel, corazén, musculo esquelético, hueso, higado, etc. (Boron y Boulpaep, 2012).
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Progesterona

La progesterona es secretada por el cuerpo liteo que resulta del foliculo ovarico. Los principales
organos blanco de la progesterona son el Utero, las glandulas mamarias y menor cantidad en el
cerebro. La progesterona regula los cambios ciclicos en el endometrio, el cérvix y la vagina. Esta

hormona es indispensable para el mantenimiento de la gestacion (Strauss y Barbieri, 2013).

Receptores de hormonas esteroides sexuales

Las hormonas esteroides ejercen su accion por medio de su unién a receptores miembros de la
superfamilia de receptores nucleares que actuan como factores de transcripcion, entre los que
destacan receptores de androgenos (AR), glucocorticoides (GR), mineralocorticoides (MR), estrégenos
(ER) y progesterona (PR) (Bottino y Lanari, 2010).

Los receptores de hormonas esteroides comparten una estructura similar, que consiste en un dominio
carboxilo-terminal, el dominio de unién al ligando (LBD), una region central capaz de unir al ADN (DBD)
y un dominio amino-terminal (NTD) imprescindible para lograr la actividad transcripcional propia de
cada receptor, las regiones LBD y DBD presentan secuencias altamente conservadas, mientras que la
region NTD es muy variable en su secuencia primaria y longitud, en la misma proteina pueden
encontrarse dos secuencias que participan en el facilitar procesos de transcripcion (AF) el primero AF-1

en el NTD y AF-2 en el dominio de unién al ligando (Bottino y Lanari, 2010).

Region
Bisagra
Dominio Dominio
Dominio de Region de Unidn al
union al ADN Ligando

Figura 8. Estructura basica de los receptores de la superfamilia de hormonas esteroides sexuales. Modif. de (Li

y Al-Azzawi, 2009).
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Estos receptores se encuentran tanto en el citosol como en el nucleo de las células blanco; al unirse
con su ligando especifico forman dimeros que se translocan al nucleo y actuan como factores de
transcripcion interaccionando con sus elementos de respuesta, secuencias palindromas definidas en el
DNA normalmente localizadas en regiones reguladoras de genes blancos.

Existen rutas alternativas para la activacion de los receptores nucleares dependientes de la unién a su
ligando. Por ejemplo, algunos de ellos pueden ser fosforilados a consecuencia de la interaccion con
receptores de ciertos factores de crecimiento como el TGF-B; estas rutas de sefalizacién pueden
afectar también la transcripcion mediante moléculas que actuan en la via, como es el caso de las
smad3 (proteinas que participan en la via de sefializacion de TGF-B); debido a ello puede presentarse
un entrecruzamiento de la sefial entre receptores nucleares y receptores membranales (Aranda y
Pascual, 2001).

Receptor de Androgenos

La funcidn biologica tanto de los androgenos como de otras hormonas sexuales depende de la
interaccidn de éstas con su receptor. El receptor de andrégenos (AR) se encuentra en el cromosoma X
(q 11-12) estd conformado por ocho exones, la proteina presenta una secuencia de 919 aminoacidos

con una masa de 110 kDa (Bottino y Lanari, 2010; Lonergan y Tindall, 2011).

Este receptor estd localizado en diversos tejidos con actividad androgénica, de tal manera que los
androgenos ingresan a las células por difusion pasiva, como es el caso de 5a-dihidrotestosterona y la
testosterona y se unen por uniones no covalentes a su receptor especifico formandose un dimero que
se transloca a nucleo y como resultado se presenta el reclutamiento de coactivadores o correpresores

que permiten que se lleve a cabo la transcripcion de genes especificos (Traish et al., 2002).

Receptor de Estrégenos

Aligual que en otras hormonas, la actividad estrogénica es mediada por su receptor (ER) de tal manera
que los estrogenos como el estradiol actian como ligando que al unirse a su receptor funcionan como
factores de transcripcion regulando ciertos genes blanco.

Existen dos principales receptores asociados a los estrégenos, el ERa y el ERP los cuales comparten
un 96% de homologia entre sus secuencia de aminoacidos en el sitio de unién al DNA, son transcritos
por los genes ESR1 y ESR2 respectivamente (Gulliver y Hurst, 2011). EI ERa y el ERB se encuentran

codificados por los cromosomas 6 y 14, presentan cinco dominios A/B, C, D, E y F, cada uno con
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diferentes funciones especificas en la proteina, el A/B se encuentra en el extrema N-terminal, presenta
los dominios de activacion (AF-1) éstos de suma importancia debido a que participan en la accion de
diversos genes blanco. EI dominio C es el responsable de la unién de la proteina al DNA y de la
dimerizacion del receptor presentando una alta homologia entre los receptores de estrogenos, el
dominio D (region bisagra) brinda flexibilidad a la proteina, en el caso del E, participa en la union al
ligando, presenta un dominio de activaciéon dependiente de la hormona (AF-2) y junto con la unién al
DNA se facilita la homodimerizacion o heterodimerizacion, por otra parte el tipo F, presenta una accion

y actividad que aun se desconoce (Mungenast y Thalhammer, 2014; Strauss y Barbieri, 2013).

La localizacion de estos receptores es muy diversa, en el caso del ERa se sitta principalmente en el
utero, glandula mamaria, testiculo, higado, rifién, musculo cardiaco y tejido de musculo esquelético.
Los efectos que presenta cada uno de los receptores son muy diversos, en el caso del ERa induce una
respuesta de diferenciacion, sobrevivencia y proliferacion celular, de tal manera que una alteracién en
la actividad normal de este receptor aumenta la probabilidad de desarrollar ciertos tipos de cancer

como el de mama y endometrio (Mungenast y Thalhammer, 2014).

Receptor de Progesterona

La progesterona es una hormona esteroide de 21 dtomos de carbono, que se sintetiza en el ovario,
principalmente por el cuerpo luteo, en la segunda fase del ciclo sexual (Boron y Boulpaep, 2012). Esta
hormona participa en multiples funciones, tales como, ovulacion, desarrollo alveolar, mantenimiento del
endometrio durante la gestacion, lactancia, conducta sexual; estas y otras acciones fisioldgicas son
mediadas por el receptor de progesterona (PR). El PR actta como factor de transcripcién, sin embargo
se ha observado que esta proteina puede llevar a cabo una funcion transcripcional por la via no
gendmica llevada a cabo principalmente por segundos mensajeros (Scarpin, 2009). Este receptor
presenta dos isoformas (PR-A 'y PR-B), presentes de la transcripcion de dos promotores alternativos de
un mismo gen (11q 22-23). El PR-B presenta 164 amino acidos méas que el receptor PR-A en la region
N-terminal (Bottino y Lanari, 2010). Ambas isoformas presentan funciones esenciales, el PR-B participa
en el mantenimiento y desarrollo de la glandula mamaria, el PR-A actua principalmente a nivel del
utero y funcionamiento reproductivo; estos receptores pueden actuar en forma de homodimeros para
PR-A y PR-B o heterodimeros de ambos (Scarpin, 2009).
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Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento corresponden a un conjunto de moléculas de naturaleza proteinica,
tendiendo como funcién la regulacién del ciclo celular y distintas etapas de este. Todos los factores de
crecimiento comparten caracteristicas especificas para realizar sus funciones estimulantes,
interactuando con moléculas receptoras ubicadas en la membrana plasmatica, de las células blanco
generando sefales transmitidas posteriormente hacia el interior del citoplasma mediante la activacion
de enzimas con actividad de cinasas que fosforilan ciertos sustratos proteinicos. De este modo una
cascada de sefiales conocida como transduccion de sefiales que finaliza activando la expresién
especifica de ciertos genes, que seran traducidos en los ribosomas, constituyéndose en la respuesta
celular de un determinado factor de crecimiento (Cornejo Uribe, 2011; Massague, 2005; Sosa-Garrocho
y Macias-Silva, 2004).

Entre los factores de crecimiento més conocidos, se encuentran, el factor de crecimiento fibroblastico a
y b, el factor de crecimiento transformante beta, el factor derivado de plaquetas, el factor de crecimiento
del endotelio vascular y los factores de crecimiento similares a la insulina | y Il (FGFa, FGFb,TGF-
B,PDGF, VEGF, IGF-I y IGF-I) (Boron y Boulpaep, 2012).

Factor de crecimiento transformante beta (TGF-)

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) pertenece a la superfamilia de los TGFB, los
cuales presentan mas de 60 proteinas, el TGF-B es el mas representativo debido a que fue el primero
en ser descrito, sin embargo, las proteinas formadoras de hueso (BMPs), las activinas, las inhibinas,
los factores de crecimiento y diferenciacién (GDFs), la sustancia inhibidora Muleriana (MIS), entre
otros, también forman parte de esta familia (Sosa-Garrocho y Macias-Silva, 2004).

Se han descrito cinco isoformas relacionadas este factor: TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 (descritas en
mamiferos, codificadas en el genoma humano, 19913, 1941y 14q24 respectivamente), TGF-34 (aves)
y TGF-B5 (anfibios) (Chou et al., 2010). Los TGF-p1, TGF-2 y TGF-B3, forman dimeros estabilizados
por interacciones hidrofébicas unidas por puentes disulfuro, los monémeros a su vez presentan un
anillo de cisteina que le brinda estabilidad a la proteina (Podar et al., 2007). Cada una de las tres
isoformas es sintetizada como un homodimero de 75-kDa conocido como un pro-TGF- procesado por
protedlisis en el aparato de Golgi para obtener la forma madura. Estos homodimeros de 25-kDa
interactGan con la proteina asociada a latencia (LAP) para formar un pequefio complejo latente.
Durante su secrecion el TGF-$ es escindido de la LAP ya que ambas porciones estan unidas por
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uniones no covalentes. A este complejo de TGF- unido a la LAP se les acopla una de las cuatro
proteinas de union al TGF-B (LTBP’s) que tiene el papel de almacenar al TGF-B en la matriz
extracelular (Principe et al., 2014). EI TGF-B1 participa en la produccion de matriz extracelular,
neovasucularizacion, funcién inmune, regulacion de la proliferacion celular, diferenciacion y movilidad
(Tas et al., 2014), sus efectos son principalmente locales mediante mecanismos reguladores, los cuales
pueden ser autocrinos o paracrinos (Papadatos-Pastos et al., 2011). Una de las principales funciones
de esta proteina es la de inhibir el crecimiento de células epiteliales (Cao et al., 2012); estd compuesto
de cinco isoformas y cada una de ellas es esencial para el desarrollo de los organismos (Principe et al.,
2014).

Esta citocina esta estructurada como un ligando dimérico-polipeptidico, caracterizado por presentar
seis residuos de cisteina bien conservados en diferentes tipos de especies. Cada TGF-B presenta
receptores asociados a éste, como el de tipo | y el de tipo Il, la expresion de cada uno de ellos
depende de su célula blanco especifico (Podar et al., 2007). Los receptores de TGF- tienen actividad
enzimética del tipo cinasa de serinas/treoninas Rl y RIl ambos receptores son glucoproteinas de
aproximadamente 500 amino&cidos, estan organizados en un dominio N-terminal extracelular de unién
al ligando, una region transmembranal y un dominio C-terminal con dominio de cinasa de
serinas/treoninas. Ademas, en los receptores tipo | se presenta un motivo rico en glicina/serina (GS)
(Shi y Massagué, 2003).

Los TGF-B1y TGF-B2 son sintetizados por diversas estirpes celulares, mientras que el TGF-B3 es
expresado sélo por células mesenquimales (Peralta-Zaragoza et al., 2001; Podar et al., 2007).

Los TGF-B controlan multiples procesos, incluyendo la proliferacion celular, la diferenciacion y la
apoptosis. Actuan a través de receptores denominados TGF-BRI y TGF-BRII. EI TGF-f se une primero
al TGF-BRIl y una vez formado este complejo fosforila al TGF-BRI y asi iniciar su via de sefializacién. El
TGF-BRIII también conocido como betaglicano es un receptor accesorio que ancla el complejo ligando
receptor a la membrana celular (Shi y Massagué, 2003).

Los receptores TGF-BR son los que inician la cascada de sefalizacion, una vez que se une del TGF-B
con el TGF-BRII, éste recluta y activa a TGF-BRI (Massague, 1998; Qiu et al., 2015; Shi y Massagué,
2003),de esta manera, se forma un complejo en el cual el receptor Rl es fosforilado por RIl en el
dominio GS situado antes del dominio de cinasa cuya fosforiliacion se presenta en diversos residuos de
serina treonina. En ausencia de su ligando cada TGF-B Rl y TGF-B RIl se encuentran en la membrana
plasmatica en forma de homodimero y cuanto estan unidos a TGF-f (dimero) se encuentran como un
heterodimero (Sosa-Garrocho y Macias-Silva, 2004). Una vez fosforilado el TGF-BRI por accion de
TGF-BRII aparecen dos efectos, se libera el receptor de las moléculas inhibidoras y permite la unién de

moléculas efectoras (Smad) las cuales son fosforiladas en su porcién C-terminal por el TGF-BRI lo que
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estimula su actividad serina/treonina cinasa, con la subsiguiente fosforilacion en distintos miembros de
la familia de las proteinas Smad (Shi y Massagué, 2003) (R-Smads: Smad2 y Smad3 en el caso del
TGF-B1). Estas proteinas fosforiladas se unen a otro miembro de la familia Smad (Co-Smad o Smad 4)
y, como resultado, se produce su translocacion al nucleo, en donde sus dominios MH1 interaccionan
con secuencias de DNA de forma célula-especifica (5" AGAC-3") conocidas como elementos de union
a Smad (Sosa-Garrocho y Macias-Silva, 2004), los cuales interactian con otros factores de
transcripcion para finalmente regular la expresion génica. Una de las principales consecuencias de la
union de TGF-B a sus receptores es su capacidad de inhibir el crecimiento y regular la diferenciacion y

muerte celular (Vanegas y Vasquez, 2011).
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Antecedentes

En México, en el 2003 se registraron mas de 4,000 casos nuevos de cancer de ovario los cuales
representaron la cuarta causa de muerte por cancer en las mujeres; estudios epidemioldgicos
comprendidos entre los afios de 1980 al 2011 indican que la cantidad de fallecimientos reportados en
mujeres de entre 35 y 64 afios se ha elevado en un 1.4% (Torres-Sanchez et al., 2014) cerca del 85 al

90% corresponden a carcinomas ovaricos epiteliales (De Ledn, 2011).

El tumor maligno mas frecuente de ovario es el tipo epitelial, se detecta en estadios avanzados de la
enfermedad, ya que no presenta sintomas que determinen su rapida deteccion, en la mayoria de las
ocasiones se confunde con sindrome de colon irritable y aunque cerca de 80% de los casos responde
al tratamiento primario, entre el 60-70% de las mujeres presenta una recaida que se vuelve refractaria
a la quimioterapia, aunado a que las pacientes se dirigen con médicos que carecen de la preparacion
requerida para el tratamiento aumentando el riesgo de tener una cirugia que conlleve a un mal

pronéstico para las pacientes (De Ledn, 2011; Gallardo-Rincén et al., 2016).

El riesgo de padecer CEO en la poblacién femenina es de un 1.8%, sin embargo, éste aumenta en un
5% si existen antecedentes familiares de cancer de mama u ovario; en el caso de presentarse
mutaciones en BRCA 1 y BRCA2 el riesgo se eleva de hasta un 45% por arriba de la poblacion en
general (Gallardo-Rincén et al., 2016). Este tipo de cancer se ha visto relacionado con la mutacion en
diversos genes los cuales llevan a su cargo el control de division celular, asi mismo, se ha visto que
cada uno de ellos se relaciona de manera particular con algun subtipo histologico de CEO (Jayson et
al., 2014).
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Receptores de Hormonas Esteroides en el Cancer de Ovario

Receptor de andrégenos y su relaciéon con procesos cancerigenos

Actualmente se han descrito diversos mecanismos por los cuales el receptor de andrégenos (AR) bajo
condiciones alteradas puede originar procesos anormales que desencadenen eventos neoplasicos en
diversos tipos de tejidos (Bottino y Lanari, 2010). En el caso particular de cancer de mama, el AR, se
encuentra expresado entre 60 y un 80% aproximadamente en tumores metastasicos; sin embargo, su
presencia estd determinada por diversos factores, los cuales se determinan principalmente por el
subtipo clinico, edad y estadios de la enfermedad (Chia et al., 2015). En otros tipos de cancer como el
de préstata, este receptor juega un papel importante, debido a que se relaciona con factores de
transcripcion, de crecimiento y postranscripcionales que alteran y modifican los mecanismos en la
funcionalidad normal del AR (Richter et al., 2007); tal es el caso de IGF, VGF y TGFp, los cuales
pueden cruzar rio abajo con la via de AR induciendo angiogénesis, crecimiento y diferenciacion
celular; por otro lado el EGF también participa en la regulacion de efectores que activan al AR
promoviendo procesos de proliferacion, diferenciacion y sobrevida celular en células cancerosas de
prostata (Zhu y Kyprianou, 2008).

En condiciones normales en la mujer el AR se expresa en la superficie epitelial del ovario; su funcion
radica en el mantenimiento y crecimiento del tejido ovarico (Zhu et al., 2016), se ha descrito en diversos
tejidos del aparato reproductor femenino como trompas de Falopio y endometrio modulando diversas
funciones locales y periféricas dependientes de andrégenos (Gibson et al., 2014). Sin embargo, en
mujeres posmenopausicas al aparecer cambios morfoldgicos y funcionales derivados de la pérdida en
la reserva folicular, puede presentarse el desarrollo de quistes de inclusion que suelen observarse
como pequefias hendiduras derivadas del epitelio superficial del ovario, los cuales suelen originar una
elevada vascularizacion; la importancia que reside en ellos, se debe a que pueden llegar a malignizarse
y desarrollar carcinomas ovaricos (Méndez et al., 2013; Schuler et al., 2013). Asi mismo, estudios
sugieren que el AR pudiese estar implicado en la transformacién de quistes de este tipo en diversos
subtipos de CEO en particular aquellos derivados de malignidades en tuba y endometrio. En
endometrio el AR se ha relacionado con ciertos procesos de endometriosis, patologia que se ha visto
asociada con cancer de ovario, en particular con el subtipo de células claras y endometrioide (Gibson et
al., 2014). Asi mismo, estudios epidemiolégicos, reflejan que el aumento en los niveles de andrégenos
incrementan la probabilidad de desarrollar CEO, debido a que presentan una influencia en la
proliferacion de células del epitelio superficial ovarico y disminuciéon de procesos apoptoticos; esté
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receptor se ha detectado por inmunohistoquimica hasta en el 90% de los casos de CEO estudiado
(Papadatos-Pastos et al., 2011).

Por otro lado estudios realizados con dihidrotestosterona (DHT) en lineas celulares del subtipo seroso
reflejan que ésta hormona estimula la division celular hasta en un 75%, ademas de que la ausencia o
presencia del AR juega un papel crucial en procesos proliferativos, esto debido a que células carentes
del AR muestran tasas de proliferacion considerablemente menores en relacion a las que lo
expresaban, asi mismo, se identificd que la cantidad androgénica administrada en lineas celulares
modifica la respuesta del AR, debido a que en concentraciones elevadas aumentaba la presencia del
receptor (Elattar et al., 2012). En el caso de mujeres que presentan sindrome de ovario poliquistico,
hirsutismo, ciclos menstruales irregulares o anaovulacién presentan mayor riesgo de desarrollar CEO
debido a los altos niveles de andrdgenos en circulacidn sistémica (Gibson et al., 2014), ademas de que
el aumento de androstenediona y DHEA se han asociado al incremento del riesgo a desarrollar cancer

de ovario (Modugno et al., 2012).

Por otra parte, un estudio realizado con 46 muestras de mujeres diagnosticadas con CEO seroso con
edades de entre 27 y 86 afios, mostraron que la mayoria presentaba de moderada a fuerte
inmunopositividad al AR, asi mismo en células endometriales tratadas con DHT reflejan una marcada
desregulacién de genes importantes relacionados con proliferacion celular, sobrevida celular y
migracion (Gibson et al., 2014). En cultivos celulares de las lineas SKOV-3 (células de céncer de
ovario) y la OVCAS-16 (derivadas de ascitis) mostraron que los tratamientos con DHT inhibian los
efectos de TGF- (citocina encargada en la regulacion de proliferacion celular en células epiteliales) al
reducir las concentraciones de los receptores 1y 2 provocando una desregulacién de TGF-$ (Modugno
et al., 2012; Evaneglou et al., 2000), por lo tanto, las concentraciones de DHT presentes en cultivos
celulares provocan una disminucion considerable en el RNAm del TGF-B , lo cual induce la inhibicién
de los mecanismos de rescate para evitar procesos proliferativos en las células, lo que incrementa la
probabilidad de inducir neoplasias, por lo tanto, el riesgo de desarrollar CEO es mayor cuando se
presentan concentraciones elevadas de andrégenos (Leung y Adashi, 2003; Gibson et al., 2014).
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Receptor de estrégenos y su relaciéon con procesos cancerigenos

Los estrdgenos presentan una gran actividad biolégica en el organismo, participan regulando diversas
funciones en el cuerpo, sin embargo el incremento de estrdgenos enddgenos se han visto relacionados
con varios tipos de cancer como el de mama; el riesgo aumenta cuanto existe menarquia temprana,
menopausia tardia, nuliparidad, obesidad y el uso de terapia de reemplazo hormonal, debido a que
incrementan los niveles de estradiol en plasma sanguineo, ademas la expresion de diversas enzimas
como aromatasa y sulfotransferasa se han relacionado con mayor riesgo de desarrollar cancer de
ovario. Diversos estudios han reportado que la enzima sulfotransferasa esta relacionada con un
incremento en los niveles de estradiol, los cuales elevan el riesgo de desarrollar cancer de ovario
ademas de que aumentan la movilidad celular al perder las uniones de adhesién celular promoviendo
procesos metastasicos, ademas, su receptor (ER), se ha visto asociado con diversas funciones que
podria inducir la acumulacion de mutaciones que desencadenen una transformacion maligna
(Mungenast y Thalhammer, 2014). En el caso del ERa se relaciona con una mayor proliferacion de
células tumorales (Sieh et al., 2013), y ha sido reportado con una expresion alta en tumores malignos
de alto grado y baja expresion en tumores metastacicos (Leung y Adashi, 2003), en el caso del ERB
su expresion es mayor en tumores menos malignos como el caso de los de tipo limitrofe y en estadios
tempranos (I y Il), disminuyendo en tumores con mayor grado de malignidad, a diferencia del ERa el
cual se ha visto su expresion especialmente en tumores de ovario del subtipo endometrioide, seroso y
células claras (Chan et al., 2008), mientras que presenta una baja asociacién con el subtipo mucinoso
(Arias-Pulido et al., 2009; Sieh et al., 2013).

Receptor de progesteronay su relacion con procesos cancerigenos

Las hormonas esteroides sexuales juegan un papel importante en el desarrollo y mantenimiento de
organos y tejidos, en el ovario, estas hormonas participan en mecanismos que disminuyen el
crecimiento anormal del epitelio superficial (OSE) e inducen apoptosis en células anormales, asi
mismo, la presencia de su receptor PR incrementa de un 40 a 70% en carcinomas de ovario se
relaciona con la induccién de apoptosis, promocion de arresto celular y senescencia en lineas celulares
de ovario y se ha asociado a un mejor pronéstico de sobrevida total y periodo libre de enfermedad
cuando las pacientes son positivas para el PR y AR (Jeon et al., 2016; Jonsson et al., 2015; Modugno
et al., 2012; Takahashi et al., 2009), no obstante, en el caso de ser negativo para PR y ER las

pacientes presentan un pronostico desalentador, debido a que el periodo de sobrevida es menor, sin
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embargo, otros estudios sugieren que el PR podria estar actuando sobre el efecto proliferativo e
inflamatorio que induce el ER, empero, aln se desconocen los mecanismos celulares que estan
participando en la accion ambos receptores (Arias-Pulido et al., 2009; Mungenast y Thalhammer,
2014).

La mayoria de los casos diagnosticados con CEO son positivos para el PR (principalmente para el
subtipo seroso y endometrioide) (Arias-Pulido et al., 2009; Modugno et al., 2012), lo que ha sido
reportado como favorable, ya que su expresion se relaciona mas en etapas tempranas de la
tumorigénesis, dado que al disminuir la presencia de este receptor aumenta el grado de malignidad
tumoral (Modugno et al., 2012). Para el caso del subtipo endometrioide, las pacientes presentan una
mayor sobrevida con la presencia del PR, independientemente de factores como la edad, estadio,
grado, etc., mientras que en el caso de los tumores serosos de alto grado la expresion de este receptor
ha sido propuesto como posible marcador de sobrevida, utilizando terapias hormonales como
coadyuvante y que a su vez pueda presentar menos implicaciones toxicas e invasivas para las
pacientes (Sieh et al., 2013).

TGF-B en Cancer epitelial de ovario

En la mayoria de las células TGF- es un potente inhibidor del crecimiento celular y participa en el
control y progresion del ciclo celular en la fase G1 tardia. Esta supresion del crecimiento ésta asociada
con el incremento de la actividad en la expresion de varios inhibidores de cinasas dependiente de
ciclinas (CKI) incluyendo p15, p21 y p27, las cuales participan en la inactivacién de las CDK 4/6 (en
ciclina D1) y en las CDK2 (en ciclina E), por lo que se impide la hiperfosforilacion de PRB1 y por ende
el E2F no puede ser disociado, lo cual frena la sintesis de genes que regulan el ciclo celular como c-
myc y c-myb (Gélvez-Gastélum et al., 2004; Johnson, 2005). Debido a ello mutaciones en la via de
TGF-B puede también dirigir la pérdida en la habilidad de la célula para entrar en apoptosis. Es
considerado como un freno paulatino en el desarrollo tumoral, sin embargo al verse alterado, promueve
fallas en los controles celulares, por lo tanto se ha llegado a asociar a TGF-8 con diversos canceres
epiteliales.

En el ovario TGF-f es un factor importante para el desarrollo del epitelio superficial del ovario durante
la ovulacién, la inhibicion de los efectos de TGF-B induce la proliferacién del epitelio superficial en el
ovario (Chou et al., 2010), a su vez, la sefializacién regula importantes procesos en la reproduccion
femenina y es indispensable para el desarrollo y funcionamiento del ovario (Chen et al., 2001; Li, 2015).
Sin embargo, estudios sugieren que cambios en las vias de sefializacién pueden ser cruciales para el

desarrollo de cancer epitelial de ovario, en estadios avanzados de este carcinoma, esta citosina puede

39



Tesis de Maestria en Biologia de la Reproduccién Animal Biol. Argelia Calvillo Robledo

participar en vias de sefializacion no canonicas, lo cual propicia la activacion de rutas de proliferacion,
migracion, diferenciacion, etc. (Chou et al., 2010).

Por otra parte, estudios han mostrado que TGF-B1 es frecuentemente inactivado por mutaciones en
cancer metastasico en mama, cabeza y cuello, ademas se ha visto explorada la posibilidad de que
mutaciones en TGF-f induzcan cancer de ovario, dichos hallazgos demuestran que el 23% del cancer
de ovario es provocado por una delecion de 9 pares de bases en el exdn 1, dichos datos sugieren que
las alteraciones en TGF-1 son frecuentes en cancer de ovario y pueden estar intimamente
relacionados con la pérdida de respuesta a TGF-B (Chen et al., 2001). Por otra parte, estudios
realizados en lineas celulares de cancer de ovario el TGF- se ve inhibido por andrégenos naturales y
andrdgenos sintéticos como la mibolerona, la cual simula la sintesis de ADN en un 55% de los cultivos
primarios de epitelio superficial de ovario. Estos hallazgos muestran que el tratamiento con andrégenos
Salfa-dihydrotestosterona (DHT) causa una disminucién de los receptores de TGF-B, de esta manera
los andrégenos pueden promover la progresion del cancer de ovario por inducir la disminucidn de este
factor de crecimiento, provocando que las células tumorales de ovario escapen de los controles anti
proliferativos del TGF- (Leung y Adashi, 2003).

En estadios iniciales en la tumorogénesis, un gran numero de células pierde su respuesta al TGF-B por
la inhibicién del crecimiento celular, activacién de apoptosis 0 ambas, por consiguiente, TGF-, sus
receptores y las moléculas transductoras (Smads) son supresores de tumores; sin embargo, se ha
sugerido que la mayoria de los tumores humanos se vuelven refractarios a los efectos inhibidores del
crecimiento inducidos por TGF-B (Vanegas y Vasquez, 2011); tal como se observa con la enzima
transglutaminasa tisular, es inducida por TGF-B y se encuentra implicada en proliferacién celular,
diferenciacion y apoptosis, la cual se encuentra sobre-expresada en carcinomas de ovario, donde
modula la transicién epitelio-mesénquima (EMT, por sus siglas en inglés) e induce metastasis; sin
embargo, su regulacion en el cancer epitelial de ovario esta poco explorada (Cao et al., 2012; Francis-
Thickpenny et al., 2001). Por lo tanto esta citosina presenta un rol dual, como un supresor de tumores a
través de la inhibicion en el crecimiento celular y como un promotor de tumores debido a la capacidad

de proliferacion, invasion celular y actividad metastésica (Cao et al., 2012).
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Receptor de TGF-f y su relacion con procesos cancerigenos

Otros receptores asociados a CEO son TGF-BRI y RIl ya que actian como una unidad funcional en la
via de inhibicion de la proliferacién mediada por TGF-B, la pérdida en cualquiera de los genes que
regulan dichos receptores podrian conducir a un descontrol del ciclo celular, esto sugiere que puede
existir una asociacion mutagénica entre TGF-BRII y varios tipos de cancer y entre ellos algunos
subtipos histoldgicos de CEO; sin embargo aun no se conoce su expresion definida en cada subtipo de
cancer epitelial de ovario (Francis-Thickpenny et al., 2001). Aunque la presencia de TGF- se observa
normalmente en el epitelio de ovario, en células cancerosas, aumenta su expresion considerablemente,
este cambio esta asociado a sus receptores TGF-BRI'y TGFBRII (Antony et al., 2010).

A su vez las mutaciones en TGF-BRII han sido reportadas en cancer de ovario, sugiriendo que en
carcinogénesis de este érgano y las alteraciones en otros componentes de la via de sefializacion de
sus receptores podrian jugar un rol importante en la perdida de la respuesta a TGF-3 (Antony et al.,
2010).
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Planteamiento del problema

El cancer epitelial de ovario es una enfermedad asintomatica que se detecta generalmente en etapas
avanzadas cuando ya se ha diseminado. El 80% de las pacientes que lo padecen presenta recurrencia

durante los primeros dos afios posteriores a su diagndstico aun con la extirpacion del tumor primario.

A pesar de que se conocen los eventos hormonales que intervienen como factores de proteccion o
inductores de este tipo de cancer, no existe una asociacion que permita determinar un perfil de sus
receptores con los diferentes subtipos histoldgicos y la influencia que presenta el TGF-BRII asociado a

cada uno de los receptores de hormonas y los distintos grados de malignidad.

Justificacion

El cancer epitelial de ovario es la neoplasia ginecoldgica mas letal, debido a que se detecta de manera
tardia con un alto indice de recaida y resistencia a quimioterapia. En México representa la cuarta causa
de muerte por cancer en la mujer; en los ultimos afios la cantidad de fallecimientos atribuidos a esta
neoplasia se han incrementado, lo que indica la baja efectividad de deteccién, seguimiento y
tratamiento en las pacientes.

Hasta la fecha se desconocen marcadores moleculares especificos para la deteccion o seguimiento de
esta enfermedad; por lo que en el presente estudio se propone determinar la expresion de los
receptores ERa, AR, PR y TGF-BRII en tres subtipos histoldégicos con mayor incidencia en cancer
epitelial de ovario (seroso, endometrioide y mucinoso) con la finalidad de establecer posibles
asociaciones con la expresion de estos receptores con el grado de malignidad y proliferacion celular.
En caso de que se determine algun tipo de relacion entre la expresion de los receptores estudiados y
los subtipos histologicos del cancer de ovario, permitira proponer terapias mas especificas, con menor
resistencia a la quimioterapia y menos efectos colaterales que brinden un panorama alentador a las

mujeres que padecen este tipo de cancer.
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Pregunta de investigacion

¢ Como se asocian los perfiles de expresion de los receptores AR, ERa, PR y TGFBRII con los subtipos

histolégicos de tumores de cancer epitelial de ovario y su grado de malignidad?

Hipotesis

Los tumores epiteliales del ovario (seroso, endometrioide y mucinoso) presentan diferentes perfiles de
expresion a los receptores hormonas esteroides sexuales, AR, ERa, PRy TGF-BRII, los cuales podrian

estar relacionados al grado de malignidad.

Objetivos

General

Determinar los perfiles de expresion de los receptores de AR, ERa, PR y TGF-BRII en los tumores de
ovario, de los subtipos histologicos seroso, endometrioide y mucinoso, relacionados con el grado de

malignidad del tumor.

Particulares

1) Obtener muestras de tejido tumoral de ovario y clasificarlas por subtipo histoldgico en seroso,
endometrioide y mucinoso.

2) Detectar la presencia de los receptores AR, ERa, PR y TGF-BRII en los subtipos histoldgicos
de tumores de ovario con diferentes grados de malignidad.

3) Determinar el indice de proliferacion celular en los tumores de ovario utilizando el marcador de
proliferacion celular Ki-67.

4) Correlacionar el indice de proliferacion celular con la expresion de los receptores AR, ERa, PR

y TGF-BRII en cada subtipo histoldgico discriminando por grado de malignidad.
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Material y Método

Este es un estudio prospectivo, longitudinal y observacional; el cual fue realizado con muestras
obtenidas a partir de pacientes del Instituto de Nacional de Cancerologia (INCan), entre los afios de
2008 — 2017. Se logré la obtencion de 130 muestras de las cuales 105 cuentan con diagndstico
anatomo-patoldgico confirmado de cancer epitelial de ovario primario de los subtipos serosos,
endometrioides, mucinosos y células claras, los 25 tumores restantes son del subtipo seroso limitrofe
confirmado por patologo. Para el presente estudio se eligieron 78 muestras debido a que presentaban
zonas epiteliales adecuadas para su estudio. El manejo de los tejidos fue de acuerdo con los
protocolos establecidos para los bancos de tumores internacionales (Montes et al., 2011) y fue
aprobado por la Comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de

México y la Comité de ética del Instituto Nacional de Cancerologia.

La obtencién de la muestra bioldgica fue por conveniencia, tomando los siguientes criterios de

seleccion:

Criterios de Inclusion: Pacientes con cancer epitelial de ovario primario y tumores de tipo seroso

limitrofe, virgenes a tratamiento de quimioterapia que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de Exclusion: Pacientes con carcinomas epiteliales de tipo mixto, de células claras o con

metastasis de otros 6rganos.

Criterios de Eliminacién: Muestras que presentaron un analisis anatomo-patoldgico distinto a cancer

epitelial de ovario de los subtipos serosos, endometrioides, mucinosos y tumores serosos limitrofes.
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Procesamiento de la Muestra

Una vez obtenida la muestra del estudio transoperatorio se fijé un fragmento mediante inmersion en
paraformaldehido al 4% en buffer de fosfatos durante 24 hrs y se realizaron lavados con solucién
amortiguadora de fosfatos (PBS) para su posterior deshidratacion con concentraciones graduales de
alcohol durante 1hr cada uno. A continuacion se procedié a la aclaracion del tejido por medio de dos
cambios de xilol y en seguida se embebio el tejido en parafina para finalmente 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 sometié a la inmunodeteccién de los receptores AR, ERa, PR, pTGF-BRII y el marcador Ki-

67, usando la técnica de inmunohistoquimica.

Desparafinacion y recuperacion antigénica

Cada una de las laminillas obtenidas se coloco en el horno toda la noche a una temperatura de 57°C.
Para terminar el proceso de desparafinacion, se sumergieron en xilol durante 30 minutos y se procedi6
a la rehidrataciéon de las secciones obtenidas mediante bafios de alcoholes en concentraciones
graduales descendentes, comenzando por etanol absoluto con un tiempo de contacto de 3 minutos

cada uno, seguido por un bafio de agua destilada y PBS por el mismo tiempo.

Para la recuperacion de epitopos inducida por calor se utilizd el buffer de citratos pH 6 dentro de una
olla de presion (Decloaking Chamber Biocare Medical™) durante 15 minutos, una vez concluido este
periodo se dejo enfriar y se lavd con tres veces con PBS durante 5 minutos cada vez y se prosigui6

con la realizacién de la inmunohistoquimica.

Inmunohistoquimica

Se incubaron las laminillas en H202 al 0.9% durante 10 minutos a temperatura ambiente, y para
permeabilizar la membrana se ocup6 PBS tritdn al 1% durante 25 minutos y se bloquearon las uniones

inespecificas con suero de caballo al 5% durante 30 minutos. Se prosiguié a la colocacién de los

anticuerpos de interés durante toda la noche a temperatura ambiente.
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Los anticuerpos primarios utilizados fueron: AR (sc816 Santa Cruz Biotechnology), ERa (sc543 Santa
Cruz Biotechnology) y PR (8757SCellSignaling), Ki-67 (Gtx82777 Genetex), con inmunodeteccion
nuclear; para pTGF-BRII (phospho S225 + S250) (PA5-37755 ThermoFisher Scientific), de localizacidn

membranal.

El anticuerpo secundario utilizado fue el Mach 2 anti-conejo HRP (RHRP520 Biocare Medical™) o
Mach 2 anti-raton HRP (MHRP520 Biocare Medical™), durante 1h a temperatura ambiente, el
cromdgeno utilizado para revelar fue: 3,3" tetrahidrocloruro de diaminobencidina™ (DAB) y se procedio
a la contratincion de los nucleos con Hematoxilina de Gill para finalmente ser montadas con resina

sintética y ser observadas en el microscopio dptico de luz, por tres observadores independientes.

Inmunofluorescencia

Se utilizaron anticuerpos secundarios acoplados a fluorocromos dirigidos contra los anticuerpos
primarios: Alexa 488 (goat anti-rabbit) y Alexa 647 (donkey anti-mouse) los cuales se incubaron durante
una hora a temperatura ambiente, para la realizacion de los lavados se utilizo PBS-Tween 0.1%; la
tincion de los nucleos se hizo mediante la incubacion con DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride Sigma D9542) por 3 minutos, posteriormente se cubrieron los cortes con medio de
montaje especial para fluorescencia Vectashield H-1000 (Vector Laboratories), para finalmente
almacenarse a 4°C protegidas de la luz hasta su observacion en el microscopio confocal (Leica TSC
SP5©).

Evaluacion de Inmunopositividad

La evaluacion de la positividad de las muestras para cada receptor se hizo mediante la técnica
Inmunoreactive Score (IRS), realizada por tres observadores diferentes, determinando la intensidad de
la tincion y porcentaje de células positivas donde valores iguales o superiores a 20 se consideraron
positivos.

La cuantificacién de la proliferacidn celular se determind mediante la inmunodeteccién de Ki-67 y se
contaron los nucleos tumorales tefiidos en la zona evaluada, la cuantificacion se realizé en tres zonas
distintas de 200 células cada una, se realizd sobre los nucleos marcados Unicamente de las células
epiteliales por tres observadores independientes, utilizando el programa Imaged (Version 10.2); el
conteo fue cegado para cada uno de ellos. (600 nucleos por cada muestra excluyendo los nicleos de

células estromales y células inflamatorias).
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El indice de proliferacién se establecio del promedio obtenido de tres zonas distintas del tejido como

se establece en la técnica de H-Score (Kim et al., 2012; Nishimura et al., 2014).

Analisis Estadistico

La frecuencia de expresion de los receptores estudiados fue analizada mediante una prueba de Chi-
cuadrado para la determinacién de diferencias estadisticas con respecto a cada subtipo histolégico y
grado de malignidad tumoral, para la realizacién de este analisis se utilizo el paquete estadistico SPSS
(Versidn 21). Asi mismo, al analizar la expresion de los receptores de hormonas esteroides sexuales en
presencia de pTGF-BRII se utilizd una prueba de comparacion de dos proporciones; mientras que para
la evaluacion del indice de proliferacion tumoral en los diversos grados de malignidad se aplico una
prueba de comparaciones multiples Tukey Kramer, con ayuda del estadistico NCSS 2007 (Version 1).

El valor de P menor a 0.05 fue considerado como significativo.
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Resultados
Seleccion de las Muestras y Distribucién

En el presente estudio se obtuvieron un total de 130 muestras, de las cuales 25 correspondieron a
tumores ovaricos de tipo limitrofe y 105 con diagndstico anatomo-patoldgico confirmado de céncer
epitelial de ovario. De las muestras recolectadas se eligieron 78 que presentaban zonas epiteliales
suficientes para el analisis del panel completo de inmunodeteccion de los receptores propuestos: AR,

PR, ERa, pTGF-BRII'y del marcador de Ki-67 como indicador de proliferacion celular.

Las 78 muestras seleccionadas se distribuyeron de acuerdo a los siguientes subtipos histolégicos:

48 tumores serosos, 20 limitrofes y 28 carcinomas, 23 endometrioides y 7 del subtipo mucinoso (fig. 1).
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Figura 1. Distribucidon de muestras de tumores de ovario por subtipo histolégico. Los tumores del subtipo
seroso son los que se presentan en mayor frecuencia dentro de los tumores ovaricos de la poblacién estudiada,
seguidos por los endometrioides y por ultimo los carcinomas mucinosos.

48



Tesis de Maestria en Biologia de la Reproduccién Animal Biol. Argelia Calvillo Robledo

Inmunodeteccion de los receptores de hormonas esteroides sexuales y pTGF-fRII

El analisis de la frecuencia de expresion de los receptores se realizd en muestras procesadas por
inmunohistoquimica (figs. 2 - 4). La localizacién nuclear y membranal para los receptores a esteroides

sexuales y del receptor pTGF-BRII respectivamente se corroboré con inmunofluorescencia (fig. 5).
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Figura 2. Inmunodeteccion de receptores de hormonas esteroides sexuales en los diferentes subtipos
histolégicos de carcinomas de ovario. (A-C) Fotomicrografias de tumores ovaricos, seroso, endometrioide y
mucinoso tefiidos con Hematoxilina y Eosina, en los tres tipos de tumores se visualizan las papilas epiteliales
contiguas al tejido estromal caracteristicos a este tipo de tumores. (D-L) La expresion de los receptores AR, ERa
y PR se visualiza en el nucleo de las células epiteliales. Micrografias obtenidas con el objetivo de 40x
(Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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SEROSO ENDOMETRIOIDE MUCINOSO CONTROL NEGATVO

Figura 3. Expresion de pTGF-BRII en carcinomas de ovario. (A-C) Evaluacion de expresion de pTGF-BRIl en
carcinomas de ovario del subtipo seroso, endometrioide y mucinoso. La marca para este receptor se restringe en
la membrana de las células epiteliales. (D) Control negativo de la técnica, realizado en carcinoma del subtipo
endometrioide. Micrografias obtenidas con el objetivo de 40x (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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Figura 4. Expresion de los receptores de hormonas esteroides sexuales y de pTGF -8RIl en carcinoma de
ovario del subtipo seroso. En la micrografia dptica superior se observa la inmunopositividad de AR, ERa, PRy
pTGF-BRII en un corte seriado de un tumor seroso. Se distingue la estructura tisular de cada compartimiento, en
morado se observa el mesénquima (MQ), en marron se puede visualizar la marca localizada en el nicleo de las
células epiteliales y algunas estromales para los receptores de hormonas esteroides sexuales (N). Para pTGF-
BRIl la tincién se localiza en la membrana plasméatica de las células epiteliales (M). Fotomicrografias obtenidas
con el objetivo de 20x (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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Figura 5. Expresion de receptores hormonas esteroides sexuales y pTGF-BRIl en cancer epitelial de
ovario. Se muestra citoqueratina como marcador de células epiteliales (rojo), DAPI como marcador de nucleos
(azul) y la expresion de los receptores (verde). La inmunopositividad de los tres receptores de hormonas
esteroides sexuales se encuentra focalizada en el nlcleo; mientras que en el caso del receptor de pTGF-BRII se
encuentra en la regién membranal de las células epiteliales. La visualizacion de los receptores de AR, PRy TGF-
BRIl en las fotomicrografias pertenecen al subtipo seroso y en ERa es carcinoma del subtipo endometrioide.
Micrografias obtenidas con el objetivo de 40x (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).

Frecuencia de Expresion

Las muestras obtenidas fueron evaluadas para determinar la presencia de la proteina de interés en los
tres subtipos histolégicos estudiados (tablal y fig. 6). Los resultados demuestran que existen
diferencias en la expresion de ERa con respecto AR y PR en tumores del subtipo seroso con una
frecuencia de expresion del 70% y 68% respectivamente contra 40% del ERa, mientras que en los
carcinomas endometrioides no se observan diferencias significativas en la expresion de los receptores
estudiados. Al analizar a los tumores del subtipo mucinoso se perciben diferencias en la expresion de
AR con una expresién de 57% versus 0% de PR, por otra parte, en el caso de pTGF-BRII se denota
una tendencia a incrementar su presencia en este subtipo. El analisis de los resultados fue realizado

con una prueba de Chi-cuadrado mostrando una *p< 0.05.
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Tabla 1. Frecuencia de expresidn y porcentaje de los receptores de esteroides sexuales y de pTGF-
BRIl en los subtipos seroso, endometrioide y mucinoso de CEO.

Subtipo Histolégico
Tipo de Receptor Seroso Endometrioide Mucinoso Total
34/48 12/23 417 50/78
AR (70%) (52%) (57%) (68%)
19/48 * 12/23 27 33/78
ERa (40%) (52%) (28%) (45%)
33/48 14/23 0/7* 47/78
PR (68%) (60%) (0%) (64%)
21/48 7/23 57 33/78
pTGF-BRII (43%) (30%) (71%) (45%)
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Figura 6. Frecuencia de expresion de los receptores de hormonas esteroides sexuales y pTGF-BRIl en
tumores de ovario. Los tumores del subtipo seroso presentan diferencias en la expresion de AR y ERa asi
mismo, se observan cambios en la expresion del AR con respecto a ERa en estos tumores, en los tumores
mucinosos se muestran diferencias en la expresion de AR y PR. *p< 0.05.
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Frecuencia de Expresion por Grado de Malignidad Tumoral

Al evaluar la expresion de cada receptor en los diversos grados de malignidad tumoral, se observé que
la expresion de ERa y de pTGF-BRII disminuye en los tumores de mayor grado de malignidad del
subtipo seroso (serosos alto grado). En el caso del AR y PR no se encontraron diferencias significativas
en su expresion para este subtipo; mientras que en los carcinomas endometrioides la expresion de los
receptores AR, ERa y PR no muestran cambios evidentes entre los diversos grados analizados, sin
embargo, se observa que la expresion de pTGF-BRII disminuye al aumentar el grado de malignidad en
estos tumores. Por otra parte, al analizar a los tumores mucinosos se observo que presentan un perfil
de expresion distinto a los tumores serosos y endometrioides y la forma activa de pTGF-BRII, debido a
que tiende a incrementar en los tumores mucinosos de mayor grado de malignidad, contrario al
comportamiento observado en las muestras analizadas de los subtipos serosos y endometrioides, no
obstante, debido al nimero de muestras analizadas no es posible corroborar y determinar una

significancia estadistica (fig. 7) *p<0.05 realizando una prueba de Chi-cuadrado.
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Figura 7. Expresion de AR, ERa, PR y pTGF-BRII en los diferentes grados de malignidad de tumores
ovaricos. (A) Perfil de expresion de receptores de hormonas esteroides sexuales y pTGF-BRII en tumores con
diferente grado de malignidad del subtipo seroso, se observan diferencias significativas en la expresién de ERa y
pTGF-BRII en los tumores SAG (B) Perfil de expresion de receptores de hormonas esteroides sexuales y pTG-
BRIl en tumores con diferente grado de malignidad del subtipo endometrioide. (C) Perfil de expresion de

receptores de hormonas esteroides sexuales y pTGF-BRII en tumores con diferente grado de malignidad del
subtipo mucinoso. *p< 0.05.
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indice de Proliferacion Celular

El indice de proliferacién celular fue evaluado en cada una de las 78 muestras analizadas, por medio
de su inmunoreactividad a Ki-67 (figs. 8 y 9), el cual fue comparado con el grado de malignidad tumoral
de cada subtipo histologico estudiado. En la fig. 10, se observa el incremento de la proliferacion celular
en los tumores que presentan mayor grado de malignidad, del subtipo seroso; los SAG reflejan
diferencias significativas en la proliferacidn celular con respecto a los Limitrofe y SBG, en el caso de los
endometrioides se observa una tendencia en la cual hay un incremento en el indice de proliferacion
conforme aumenta el grado de malignidad tumoral, mientras que, en los tumores del subtipo mucinoso
el indice de proliferacidén celular parece ser mayor en los ML que en los CM, no obstante, para
determinar estas diferencias es importante incrementar el numero de casos analizados para poder
concluir sobre los resultados obtenidos. Comparaciones mdltiples con Tukey Kramer con un valor de

significancia de *p<0.05.
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Figura 8. Inmunopositividad del marcador de proliferacion celular Ki-67 en cada subtipo
histologico de CEO. (A) Carcinoma seroso bajo grado. (B) Carcinoma del subtipo endometrioide. (C)
Carcinoma mucinoso. La tinciéon del marcador muestra que la célula se encuentra en proceso de duplicacion del
material genético, por consiguiente la tincidén se encuentra localizada en el nucleo de las células epiteliales. (D)
Fotomicrografia de marcaje positivo de la proteina de Ki-67 (rojo) y nucleos con DAPI (azul). Fotomicrografias
vistas a un aumento de 40x (Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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Figura 9. Expresion del marcador Ki-67 en los diversos grados de malignidad del subtipo seroso.

(A) tumor Limitrofe y (B) tumor seroso bajo grado, se muestra que el marcaje en el nicleo de las células
epiteliales se encuentra de bajo a moderado, sin embargo en la fotomicrografia (C) que corresponde a un tumor
seroso de alto grado la proliferacion celular es visiblemente mayor. Fotomicrografias vistas a un aumento de 40x
(Laboratorio Desarrollo Gonadal, Fac. Medicina).
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Expresion de pTGF-RIl y su correlacion con receptores de hormonas esteroides sexuales en
tumores serosos limitrofes y de alto grado

Debido al numero de muestras obtenidas para los tumores serosos Limitrofes y de alto grado, se
realizé un perfil de expresion de pTGF-BRII con respecto a los receptores hormonas esteroides
sexuales, con la finalidad de determinar una posible relacion entre la coexpresion de estas proteinas y
el pTGF-BRII. Los resultados obtenidos muestran que en ausencia del AR la expresion del receptor de
pTGF-BRII es mayor en los tumores Limitrofes, sin embargo, dsiminuye significativamente en los SAG,
no obstante, al observar al PR, se muestra un comportamiento inverso, debido a que el cambio en la
expresion de pTGF-BRII se presenta cuando el PR es positivo tanto para los serosos Limitrofes como
para los SAG, en la fig. 11, se visualiza que en el caso de los primeros la expresion de pTGF-BRII es
mayor con respecto a los tumores de alto grado, no obstante, este cambio no es evidente cuando el PR
es negativo para ambos tipos tumorales; lo cual indica, que la presencia de PR y la ausencia de AR
podrian estar actuando sobre la expresién de pTGF-BRIl en dos grados de malignidad del subtipo
seroso, en ambos casos se indica que el receptor de TGF-B disminuye en aquellos carcinomas de
mayor grado de malignidad. En el caso de ERa, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas al ser comparado con la frecuencia de expresién depTGF-BRII. *p<0.05 utilizando una

prueba de comparacion de dos proporciones.
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Figura 11. Correlacion de pTGF-BRIl y receptores hormonas esteroides sexuales en tumores serosos
Limitrofes y de alto grado. Se observan diferencias significativas en la expresion de AR y PR asociados a la
forma activa de pTGF-fRII, en el caso de ERa no se notd ningun cambio en la expresién del pTGF-BRII. Letras

desiguales reflejan diferencias estadisticas, *p<0.05.
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Discusion

Este es un estudio prospectivo centrado en los carcinomas ovaricos serosos, endometrioides y
mucinosos. Las muestras analizadas en el presente trabajo fueron obtenidas de pacientes mexicanas
con una media de 48 afios, las cuales presentaron de los 21 a los 79 afios de edad. Estos datos son
relevantes ya que pueden ser extrapolables con otros trabajos que reflejan cifras similares en cuanto a
la distribucién de las edades de las pacientes, en el 2016 Morales-Vasquez y colaboradores,
determinaron que las mujeres se encontraban entre 41- 60 afios con edades que iban desde los 18
hasta los 90 afios. El procesamiento y manejo de las mismas se hizo de acuerdo a los protocolos
establecidos para bancos de tumores internacionales (Montes et al., 2011), los cuales cumplieron con
los requerimientos del objetivo de estudio al presentar zonas representativas del compartimiento
epitelial y fueron fijadas de manera inmediata para evitar la sobre-fijacion y dafio del mismo, con ello se

aseguro la inmunodeteccidn tanto de proteinas nucleares como de la membrana.

La distribucion histolégica de los carcinomas ovaricos obtenidos fue del 62% para el subtipo seroso,
29% para tumores endometrioides y 9% para mucinosos. Estas frecuencias coinciden con lo reportado
por Morales y colaboradores (2016), para mujeres mexicanas, ademas de tener similitudes con la
literatura internacional reportada (Jayson et al., 2014; Prat, 2012; Zeppernick and Meinhold-Heerlein,
2014) sin embargo, la incidencia de CEO, presenta peculiaridades ya que, en paises como ltalia,
Australia y Brasil se reporta que la estirpe mucinosa es mas abundante que la de tipo endometrioide
(Paes et al., 2011; Sung et al., 2014). Por otra parte, en Japon reportan mayor probabilidad de
desarrollar cancer de ovario de células claras en comparacion con mujeres caucasicas (Itamochi et al.,
2008), 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 geogréafica que
pudieran influir en el desarrollo de un subtipo de carcinoma determinado (Sung et al., 2014). Esto a su
vez dificulta las posibilidades de generar terapias especificas que sean mas eficientes y con menos
efectos secundarios, por ello, es muy importante buscar marcadores moleculares que aumenten las

posibilidades de éxito en la lucha contra esta enfermedad.
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Al analizar la distribucion histolégica de cada clase tumoral, se realizd la inmunodeteccion de los
receptores hormonas esteroides sexuales a cada subtipo, se observo que la frecuencia de expresion de
los receptores AR y PR es mayor (70 y 68% respectivamente), en los tumores del subtipo seroso,
mientras que la del ER alfa es baja (40%), lo que indica que la presencia de este receptor se relaciona
mas con otros tipos de carcinomas como lo es el endometrioide, mientras que en el caso de los de tipo

Seroso su expresion es baja en aquellos de mayor grado de malignidad (Sieh et al., 2013).

Por otro lado, en los tumores mucinosos se observan, diferencias en la presencia de los receptores AR
y PR, debido que el AR se expresé en el 57% de los casos, mientras que el PR no fue expresado en
este subtipo; asi mismo, se percibe que la presencia del receptor de estrogenos es menor en estos
carcinomas. Estos resultados son congruentes con lo reportado por (Arias-Pulido et al., 2009; Sieh et
al., 2013) donde observan la disminucion de expresion de estos receptores en tumores mucinosos, sin
embargo, la baja incidencia que presentan estos carcinomas dificulta emitir una conclusion de los
resultados obtenidos para estos tumores, por lo que seria importante contar con mas casos que

permitan observar este comportamiento de manera mas clara.

Cuando se evaluo la expresion de los receptores de hormonas esteroides en los tumores serosos,
endometrioides y mucinosos, en los diferentes grados de malignidad, se observé que la expresion de
ER alfa disminuye en los tumores con mayor grado de malignidad del subtipo seroso, este
comportamiento se ha observado en trabajos de Escobar y colaboradores (2013), en donde se muestra
una notable disminucion de expresion de éste en carcinomas serosos de alto grado en comparacién a
los de bajo grado y limitrofes. Lo cual implica que posiblemente este receptor y su ligando no participan
en procesos de malignizacion tumoral, como lo es la proliferacién. Esto es congruente con otros
resultados obtenidos, donde no se observd ninguna asociacion directa entre el indice de proliferacién
celular, medido a través de la presencia de Ki-67. Por tal motivo, los efectos proliferativos de estos
tumores pudieran estar controlados por la activacion de MAP cinasas, PI3K, activacion por receptores
GPER o metaloproteinasas (Mungenast y Thalhammer, 2014; Yager, 2015; Chuffa, 2017). A diferencia
de los tumores de origen seroso y mucinosos, en los endometriodies se observd que los receptores de
hormonas esteroides sexuales evaluados (AR, ER y PR) se expresaron en altas cantidades, pero no se
visualizd ninguna asociacion con el grado de malignidad tumoral en los tres subtipos, a diferencia de lo
reportado por otros autores (Sieh et al., 2013), mientras que en otros autores reportan que el ER alfa y
PR se han relacionado mas con este subtipo que con los otros dos, donde la presencia de ambos
receptores se asocian con un prondstico desfavorable y baja
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supervivencia por parte de las pacientes (Arias-Pulido et al., 2009), mientras que la alta expresion del
PR se asocia con una sobrevida total y un periodo libre de enfermedad méas prolongado (Arias-Pulido et
al., 2009; Jonsson et al., 2015), debido a que se le ha relacionado con la promocién de apoptosis e
incluso se ha llegado a relacionar a este receptor como actor contra los efectos proliferativos del ER
alfa (Lee et al., 2005; Mungenast y Thalhammer, 2014).

Con respecto al AR, se ha asociado especialmente al subtipo seroso y mucinoso, debido al alto grado
de expresion que tiene este receptor en ambos carcinomas, teniendo mas del 70% de positividad en
tumores serosos (Chuffa et al., 2017; Schock et al., 2014; Papadatos-Pastos et al., 2011), por lo que se
sugiere como promotor del desarrollo de la carcinogénesis en el ovario, sin embargo, no hay evidencia
suficiente para corroboralo. Estudios realizados por Elattar y colaboradores, reflejaron que la
estimulacion con DHT, en lineas celulares que presentan caracteristicas semejantes a los tumores del
subtipo seroso, aumenta la division celular hasta en un 75%, ademas de observar que la presencia o
ausencia del AR juega un papel crucial en procesos proliferativos, ya que células de ovario carentes de
este receptor muestran tasas de proliferacién considerablemente menores a los que lo expresaban
(Gibson et al., 2014; Elattar, 2011). Contradictoriamente, otros estudios, refieren que la presencia de
este receptor mejora la sobrevida de las pacientes y que éstas presentan un periodo libre de
enfermedad mas prolongado (Jonsson et al., 2015; Nodin et al., 2010), debido a esta controversia, es
importante realizar mas estudios que aporten nueva informacion sobre el papel del receptor de

andrégenos en CEO.

Por otro lado, se ha reportado que los tumores serosos, especificamente los de tipo limitrofe, son los
mas frecuentes en mujeres jovenes, tienen bajo potencial maligno y alta sobrevivencia a 5 afios (95%)
(Fauvet et al., 2004). En nuestro estudio, estos resultados mostraron que la frecuencia de expresion fue
similar para los tres receptores estudiados (AR, ER alfa y PR) y su perfil de expresién fue parecido al
observado en carcinomas endometrioides que tienen una sobrevivencia de 5 afos . Por lo que
consideramos establecer si la expresion de los receptores esteroides sexuales pudiesen estar
asociados al mejor prondstico de estas pacientes, para ello sera necesario analizar las historias clinicas

y determinar la respuesta de tratamiento lo que sera motivo de otro estudio.
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A diferencia de los tumores serosos limitrofes donde se presentan mayormente en mujeres jévenes, los
carcinomas serosos son en general, los mas frecuentes y de peor pronéstico (Fauvet et al., 2004).Este
estudio muestra que en estos tumores se mantiene la misma frecuencia de expresion de los receptores
ARy PR, pero disminuye significativamente la expresion del ER alfa, lo cual es contradictorio ya que se
sefiala que la expresion elevada del PR mejora el pronostico de las pacientes (Sieh et al., 2013). Este
papel de los estrogenos en los diferentes tipos de cancer hormono dependientes no ha sido
esclarecido, ya que es considerando el efecto que tiene el estradiol a través del receptor alfa sobre el
crecimiento celular y la proliferacion de las células malignas (Key et al., 2002; Petrie et al., 2013; Zhang
et al., 2016; Zhou et al., 2017), y como se ha demostrado que el ER alfa esta asociado a supervivencia
y proliferacion en lineas celulares de ovario y mama, al ser estimuladas con estradiol (Liu et al., 2017),
sin embargo, resulta inversa la disminucion de expresion de este receptor y en el aumento en el indice
de proliferacion ya que, una de las funciones del ER alfa es la transactivacion del gen que codifica para
el PR (Schultz et al., 2003), no obstante, la disminucién en la frecuencia de expresion del ER no se

acompafia con la expresion de PR.

Por otra parte, al evaluar la presencia del TGF-BRII, se selecciond a la proteina fosforilada en su
residuo Ser225-250 que denota activacion, ademas de ser una cinasa constitutivamente activa, lo que
facilita observar de manera funcional a dicha proteina (Massague, 1998; Shi y Massagué, 2003). En
este estudio el pTGF-BRII se expresé en los tres subtipos histoldgicos analizados, donde el 44% de los
tumores serosos fueron inmunopositivos, 30% para endometrioides y el 71% para el subtipo mucinoso.
Esta Ultima cifra es un dato interesante, debido a que estudios de Francis-Thickpenny et al., 2001;
Zeppernick and Meinhold-Heerlein, 2014, reflejan un comportamiento similar para este receptor, en
donde se observa su alta expresion en tumores mucinosos, en relacion a los otros dos subtipos
evaluados, en los cuales la expresion es menor, inclusive si se compara con la presencia de los
receptores AR, ER alfa y PR, por lo que el comportamiento del pTGF-BRIl en los carcinomas
mucinosos es distinto a lo esperado; una posible explicacion, sugiere que este tipo de tumores deriva
de organos de localizacién peritoneal del tracto gastrointestinal, debido a que presenta diferencias
histoldgicas, moleculares y de respuesta atipica a tratamiento para carcinomas de ovario, debido a
esto, se propone que posiblemente sean tumores secundarios para este 6rgano y no originarios de él
como se proponia (Kurman y Shih, 2008; Prat, 2012), asi mismo, bajo esta hipdtesis se ha observado
que TGF-BRII frecuentemente se encuentra mutado y sobre-expresado en carcinomas de colon (Geng
et al., 2013; Goggins et al., 1998; Grady et al., 1999), a diferencia de ovario en donde se observa que la

expresion del TGF-BRII llega a ser baja en carcinomas serosos (Karlan y Li, 2008).
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De tal manera que al evaluar la frecuencia de expresion de la proteina TGF-BRII en los diferentes
grados de malignidad, se observa que disminuye significativamente y de forma inversamente
proporcional con el grado de malignidad del subtipo seroso, ya que se determin6 que en los tumores
limitrofes su frecuencia de expresion fue mayor. Estas observaciones, concuerdan con un estudio de
Karlan y Li, (2008) en el cual mencionan que en etapas avanzadas de la enfermedad esta proteina se
presenta en menor frecuencia, por lo que el tumor se vuelve refractario a los estimulos antiproliferativos
y pro-apoptoticos del TGF-B, e inclusive en etapas tardias este factor de crecimiento puede promover la
progresion tumoral (Podar et al., 2007; Principe et al., 2014; Siegel et al., 2016).

En el presente estudio no se pudo establecer alguna relacion entre el indice de proliferacion celular y la
presencia de pTGF-BRII en los subtipos histoldgicos analizados. Asi mismo, es importante reconocer
que ademas de la proliferacion que se presenta en cada tumor existen otros marcadores que
determinan la progresion tumoral, de los cuales muchas ocasiones la proliferacién se detiene para dar
lugar a procesos de migracion, pérdida de polaridad celular y diferenciacion, lo cual condiciona la
malignidad del tumor. Estos procesos, pueden estar mediados por TGF-B y sus receptores, ya sea
activando la via candnica por las SMAD (Principe et al., 2014; Yan et al., 2009) o la via no canénica, la
cual implica cambios en mulltiples vias de sefalizacion, que pueden incluir PI3K, AKT, RAS, RAF, MEK
y ERK, para inducir procesos de proliferacion o migracién con la activacion de NFkB, MMP2, MMP?9,
ademas de factores como Snail actuando como factor de transcripcién y E-cadherina como molécula
de adhesion, las cuales se han relacionado con la TEM (Podar et al., 2007; Principe et al., 2014). Dada
la complejidad de los procesos que se ven activados a través del factor TGF-B se requieren mas
estudios in vitro para determinar los mecanismos moleculares que estan participando en los diversos
subtipos de CEO.

Otro aspecto importante que se considerd en el presente estudio, fue la evaluacién de la proliferacion
celular y con respecto al grado de malignidad tumoral, para lo cual se tomé como pardmetro el indice
de proliferacién celular medido a través de la presencia de la proteina Ki-67 y se relaciond con el
diagndstico anatomo-patoldgico; siguiendo este parametro, se observd que los tumores serosos de alto
grado presentan un indice de proliferacion significativamente mayor con respecto a los tumores de bajo
grado y limitrofes, de manera semejante a lo reportado en estudios de Kobel y Huntsman (2011). Para
el caso de los tumores endometrioides se observa una tendencia en el aumento de proliferacion celular
en aquellos carcinomas con menor grado de diferenciacion celular, sin embargo, no se obtuvieron

diferencias estadisticas significativas al igual que en el subtipo mucinoso.
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Estos datos sugieren la importancia de la utilizacion de posibles marcadores moleculares como
indicadores de progresién de la enfermedad, ya que en varios trabajos reportados de Aune et al., 2011;
Heeran et al., 2013; Kim et al., 2012, se observa que el marcaje de Ki-67 en etapas tardias de la
enfermedad refleja un peor prondstico para las pacientes que desarrollan cancer de ovario, ademas de
presentar un periodo libre de enfermedad y sobrevida total méas corta, por otro lado aquellas con menor
porcentaje de positividad presentan periodos de sobrevida mas prolongados (Kritpracha et al., 2005),
asi mismo, aquellas mujeres diagnosticadas en etapas avanzadas tienen un porcentaje de proliferacion
mayor y la enfermedad es mas agresiva en comparacion a aquellas que se encontraban en etapas
tempranas de esta, por lo tanto, los resultados del presente estudio reflejan que para el caso de los
tumores serosos de alto grado el indice de proliferacién celular obtenido por Ki-67 permite ser un
indicativo de que la enfermedad estd en etapas tardias, sin embargo es importante asociar estos
resultados con las historias clinicas de pacientes de nuestra poblacion, para determinar el papel que
presenta este marcador de proliferacién en los diversos grados de malignidad de los subtipos
histolégicos de CEO en la sobrevida de las mujeres mexicanas.

Por otra parte, al comparar la presencia de los receptores de hormonas esteroides sexuales con la del
pTGF-BRII se observd que no se presentaron diferencias significativas, en el caso del ER alfa
(Evangelou et al., 2003), sin embargo, en PR se observa que al estar presente cambia la expresion del
pTGF-BRII, estudios reportados por (Ho, 2003) sugieren que el PR podria estar actuando de manera
sinérgica con el TGF-B y de esta manera promover procesos apoptoticos en cancer de ovario, no
obstante en este estudio se observé que en tumores limitrofes la forma activa de TGF-BRII se presenta
con mayor frecuencia comparada con los tumores serosos de alto grado, en los cuales la expresion de
este receptor se ve significativamente disminuida, sin embargo, se requieren realizar mas estudios
moleculares para determinar su posible asociacion.

En el caso de AR y pTGF-BRII se visualizaron diferencias significativas cuando el AR esta ausente en
tumores serosos limitrofes y de alto grado, por lo que la presencia de pTGF-BRII cambia cuando AR no
es expresado; estos resultados son interesantes debido a que en trabajos anteriores se ha reportado la
accidn que tienen los andrégenos y su receptor sobre la funcién y sefializacién de TGF-$, en donde se
observa una accién a nivel transcripcional que podria estar causando una disminucion en los TGF-BRI
y TGF-BRII, por lo tanto, se inhibe la accion de la proteina y sus receptores, induciendo mecanismos
celulares que conducen a una mayor proliferacién celular, disminucién de la apoptosis y activacién de
vias de sefalizacion que promueven la migracion y metastasis (Evangelou et al., 2003; Ho, 2003;
Karlan y Li, 2008; Kohan-Ivani et al., 2016).
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El origen celular de los carcinomas ovaricos se ha atribuido principalmente al epitelio superficial del
ovario (Auersperg et al., 2001b; Kurman y Shih, 2008; Prat, 2012), no obstante, algunos autores
proponen que podrian ser carcinomas de diferentes origenes compartiendo un mismo sitio anatémico y
que generan cada uno de los subtipos de CEO (Kurman y Shih, 2010). En el caso de los carcinomas
serosos de alto grado, su evolucion podria estar dada desde la tuba uterina debido a que varios
estudios sugieren que mutaciones en p53, BRCA1/BRCA2 los cuales podrian estar relacionadas con el
desarrollo de carcinomas intraepiteliales de la serosa de la tuba uterina (STICs), estos podrian ser
precursores de la formacion de neoplasias que den como resultado un tumor secundario a ovario; por
otra parte, los carcinomas del subtipo endometrioide podrian tener un origen en endometrio, los cuales
han sido relacionados con endometriosis, debido a que se ha reportado que alteraciones en el gen
ARIDA1A expresadas en endometriosis han sido asociadas al subtipo endometrioide y células claras,
ausentes en los otros subtipos histolégicos (Wiegand et al., 2010). En los tumores mucinosos
probablemente su desarrollo sea a partir del sistema gastrointestinal, debido a sus semejanzas
histolégicas vy fisiopatologicas (Kurman y Shih, 2011), ademas de observarse un patron de expresién
de los receptores de hormonas esteroides sexuales, en los que se denota una baja presencia de PRy
ER alfa (Arias-Pulido et al., 2009). Por lo que las diferencias moleculares e histologicas en cada subtipo
histoldgico serian un punto interesante a dilucidar, dado a que a partir de la determinacién del origen
del desarrollo del CEO vy el perfil de expresion de cada uno de los receptores estudiados, podrian tener

un impacto favorable para la toma de decisiones clinicas para el tratamiento de las pacientes.
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Conclusiones

En este estudio, los tumores del subtipo seroso son los que se presentan en mayor frecuencia,
mientras que los mucinosos fueron los menos abundantes, a pesar del bajo numero de muestras
obtenidas para este tipo de tumor, fue inesperado que en ninguno de los carcinomas de este subtipo se
detectd la presencia del PR, mientras que la proporcion de tumores donde estuvieron presentes los
receptores AR y pTGF-BRII es alta con respecto a la del ER alfa. De igual manera, al evaluar el indice
de proliferacion celular (Ki-67) se observd, que los tumores mucinosos de tipo limitrofe parecen
presentar tasas de proliferacion mayores con respecto a los de mayor grado de malignidad, sin
embargo, es necesario obtener mas casos que confirmen estos resultados. En conjunto, estas
evidencias, refuerzan la idea de que este subtipo histologico se origind en un tejido extraovarico,
posiblemente de drganos de localizacion peritoneal del tracto gastrointestinal, pero con los resultados
aqui mostrados no es posible plantear que alguno de los receptores estudiados, o cualquier
combinacién de estos, pueda servir como marcador molecular de diagnostico o como blanco molecular

en el tratamiento de estos carcinomas.

Los tumores del subtipo endometriode muestran un perfil de expresion similar en todos los receptores
evaluados, sin embargo, al ser analizados por grado de malignidad, se observa que estos tienden a
disminuir en los carcinomas mas agresivos, aunque no hay diferencias estadisticas significativas; no
obstante, en el caso del pTGF-BRII se observd que no es expresado en los tumores endometrioides
poco diferenciados, de la misma manera, se aprecia una clara asociacion entre el incremento del indice
de proliferacion celular con el grado de malignidad diagnosticado, por lo que una propuesta derivada de
este estudio es que en el subtipo endometrioide el cociente de la presencia de TGF-BRII / Ki-67 puede
ser utilizada para determinar el grado de malignidad de los tumores del subtipo endometrioide, aunque

se requiere incrementar los casos a evaluar para confirmar de manera estadistica estos resultados.

En el caso de los tumores del subtipo seroso, al igual que los del subtipo endometriode, los cuatro
receptores analizados disminuyen a medida que aumenta el grado de malignidad. En particular, la
presencia del ERa y de la forma activa de pTGF-BRII son estadisticamente menores en los subtipos
serosos de alto grado, en comparacion con los de bajo grado y limitrofes principalmente. Es importante
sefialar que en los tumores serosos limitrofes se observd la asociacion entre la presencia del PR y la
forma activa del pTGF-BRII; mientras que en los tumores serosos de alto grado, la ausencia de tumores

positivos al AR se asoci6 con menor presencia del pTGF-BRII, lo cual indica que sea probable que se
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estén llevando a cabo procesos que determinen una accion estimulante o inhibitoria con la ausencia o
presencia de estos receptores y del pTGF-BRII en los diversos grados de malignidad estudiados, de
manera que, si bien, estos resultados son estadisticamente significativos, faltan hacer estudios in vitro
para determinar los mecanismos moleculares que pudieran estar involucrados en el comportamiento de

estas proteinas.

Finalmente, dado que el indice de proliferacién celular es tres veces mas alto en los tumores serosos
de alto grado que los limitrofes y los de bajo grado, en este subtipo de CEO si es posible proponer que
la baja presencia del ERa y de la forma activa de pTGF-BRII pueden ser tomados en cuenta como
marcadores moleculares del grado de malignidad, informacion que es valiosa para disefiar tratamientos

mas especificos y con mayor efectividad en la lucha contra esta terrible enfermedad.
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Perspectivas

Se requieren realizar mas estudios que determinen la asociacién de los receptores hormonas
esteroides sexuales y su participacion en los diversos grados subtipos histologicos de tumores de
cancer de ovario, asi mismo establecer la correlacion de estos receptores y el TGF-BRII en los
diferentes grados de malignidad tumoral, y de esta manera determinar su efecto sobre el periodo libre

de enfermedad, sobrevida total y respuesta a tratamiento de las pacientes.
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ANEXOS

Protocolo de Procesamiento de muestras de tejidos para histologia
Inclusién en parafina

1.- El tejido se fija con Paraformaldehido al 4% durante toda la noche a 4°C (la fijacion del
tejido no debe de pasar de 48h).
e El volumen del fijador debe de ser de 10 a 15 veces mayor al tejido (de 10-15 mL por
cada gramo de tejido).
e Lo recomendable para el grosor del tejido debe de ser de 2.5 mm hasta 8 mm.

2.- Se lava la muestra con PBS 5 veces durante 20 min.
3.- Se inicia la Deshidratacion del tejido con alcoholes graduales de la siguiente manera:
e ETOH 30% durante 1h
e ETOH 40% durante 1h
e ETOH 50% durante 1h
e ETOH 60% durante 1h
e ETOH 70% durante 1h
e ETOH 80% durante 1h
e ETOH 90% durante 1h
e ETOH absoluto 1h
e ETOH absoluto durante 1h
e Xilol 1h
e Xilol 1h
4.- Para la inclusion de la muestra se utiliza Parafina 1 durante 1h. La parafina debe de estar a
56 °C.
5.- Se continta la inclusion con Parafina 2 durante 1h.
6.- Para la Inclusién final se coloca la muestra en casetes de plastico y moldes de metal.
7.- Se identifican los bloques con el nimero de muestra y expediente.
8.- Se enfrian los moldes 30 min en una base fria para posteriormente poder separar los
moldes del bloque de parafina.
9.- Se almacenan los bloques a 4°C en la caja asignada
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PBS 1L ‘
NaCl 137 mM 89
KCI 2.7mM 0.2g
Na;HPO; 10mM 1.44¢
KH2PO4 2mM 0.24g

Paraformaldehido 4% se disuelve en PBS pH 7.4

Pesar 4g de PFA y disolver en 100ml de PBS a 60 °C.
Alcoholes Graduales

Los alcoholes graduales se preparan a partir de ETOH 96%.

Reactivos
Reactivo Marca Num. de Catalogo
NaCl Merck K34684504
KCI Merck k34074636 510
Na;HPO, Merck F1170586 341
KH2PO4 Merck A476973 328
PFA Fluka 76240
ETOH 96% Reasol 64-17-5
ETOH 100% J.T.Baker 9014-03
Parafina Sigma P3808

Material y Equipo
Casetes para inclusion en parafina Marca Simport M490-2

Moldes base Marca SakuraCat 4163

Horno para parafina
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Inmunohistoquimica para AR, ERa, PR ypTGF-BRII

Desparafinar 1hra a 56°C (previamente desparafinados)

- O

—_ A A A

17.
18.
19.

Xilol 30min

Etanol :

100% (1) -3min

100% (2) -3min

96% -3min

70% -3min

50% -3min

30% -3min

Agua Destilada -3min

PBS -3min

Desenmarcar/desenmascarar antigenos en olla convencional BIOCARE con buffer de
citratos con pH de 6 (Diva Decloakevcat) durante 12min hasta que alcance 25 mmHg
(ponerlo en agua milliQ).

*Dejar enfriar en hielo*

Lavar con PBS 3 veces durante 5 min cada vez.

Incubar con perdxido de hidrégeno durante 10min al 0.9%

Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada vez.

Incubar con PBS Tritdn al 2% durante 25min.

Incubar con BackgroundPunisher durante 3min, se blanquea con albumina al 1%
Lavar con PBS durante 5 min cada vez.

Incubar con anticuerpo primario durante toda la noche a TA o durante 1h a 37°C

. AR dilucién relacién 1:50 =» Santa Cruz sc816
. ERa dilucién relacion 1:75 =>» Santa Cruz sc 543

PR dilucién relacion 1:75 =» PR CellSignaling 8757SCellSignaling

Ki-67 dilucion 1: 600 =» Ki-67 GenetexGtx82777

TGF-BRII dilucion en relacion 1: 50 =» ThermoFisher Scientific PA5-37755

Lavar 3 veces con PBS durante 5 min cada uno.

Incubar con anticuerpo secundario (polimero de BIOCARE) durante 1hora y media
(Mach 2, Rabbit RHRP520L)

Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada uno.

Revelar con DAB 0B801L de BIOCARE

Contratefiir con Hemtaoxilina de Gill, virar con agua amoniacal al 2%

Montar con resina, dejar secar y observar al micropscopio optico.
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Inmunofluorescnencia para AR, ERa, PRY pTGF-BRII

Desparafinar 1hra a 56°C (previamente desparafinados)

SBBIBFTRBRBIEBBIBERBE

Xilol 30min

Etanol :

100% (1) -3min
100% (2) -3min

96% -3min

70% -3min

50% -3min

30% -3min

Agua Destilada -3min
PBS -3min

. Desenmarcar/desenmascarar antigenos en olla convencional BIOCARE con buffer de

citratos con pH de 6 (Diva Decloakevcat) durante 12min hasta que alcance 25 mmHg

(ponerlo en agua milliQ).

Lavar con PBS 3 veces durante 5 min cada vez.

Fijar con PFA (paraformaldehido) 2% por 15 minutos

Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada vez.

Incubar con PBS Tritén al 1% durante 25min.

Lavar con PBS 3 veces durante 5 min cada vez.

Incubar con suero de caballo al 5% durante 30 minutos.

Lavar con PBS s6lo una vez por 5 minutos.

Incubar con anticuerpo primario durante toda la noche a TA o durante 1h a 37°C
AR dilucion relacién 1:50  =»Santa Cruz sc816
ERadilucionrelacién1:75=» Santa Cruz sc 543

PR diluciénrelacion 1:75 =»PR (c19) sc538

Ki-67 dilucién 1: 200 =» Ki-67 GenetexGtx82777

pTGF-BRII dilucién en relacién 1:50 =» ThermoFisher Scientific PA5-37755
Lavar 3 veces con PBS durante 5 min cada uno.

Incubar con anticuerpo secundario Anti-Rabbit Cy3 y Anti-Mouse Alexa 647
Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada uno.

Incubar con Dapi por 3 minutos.

Lavar con PBS 3 veces durante 5min cada uno.

Montar con resina VECTSHIELD H-1000.
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