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• RESUMEN 

EXPRESION DE LA ACROGRANlNA EN TUMORES DE OVARIO. Ramírez Castañeda M**, 
Díaz-Cueto L*. *Unidad de Investigación Médica en Medicina Reproductiva, **Residente de cuarto 
año. Hospital de Ginecología y Obstetricia No. 4 " Dr. Luis Castelazo Ayala oo. 

El cáncer de ovario constituye una de las neoplasias ginecológicas más frecuentes en los países 
industrializados y la mortalidad por esta causa continúa siendo muy elevada a pesar de los avances 
realizados en la detección oportuna, diagnóstico y tratamiento. En México por su frecuencia es 
considerado como la cuarta neoplasia entre los tumores ginecológicos y en los EUA es la séptima 
neoplasia más frecuente y la quinta causa de mortalidad por cáncer en la población femenina. En el 
Hospital de Gineco-Obstetricia No. 4 "Luis Castelazo Ayala" del IMSS, el cáncer de ovario 
corresponde al 15% de todos los canceres ginecológicos entre las mujeres. 
El carcinoma epitelial de ovario es la estirpe histológica más frecuente. La etiología de este tipo de 
cánceres hasta el momento se desconoce, pero la mayoría de las evidencias sugieren que factores 
reproductivos y genéticos están jugando un papel importante en el origen de esta patología. 
La acrogranina es un nuevo factor de crecimiento que se expresa principalmente en células epiteliales. 
Estudios previos han demostrado que tienen actividades de regulación sobre el epitelio normal, así 
como en células epiteliales tumorales de ratón y de humanos, específicamente en líneas celulares de 
cáncer de mama, de tumores cerebrales y en carcinoma de células epiteliales renales siguiendo 
importantes vías de señales de transducción. 
En el presente trabajo se planteó determinar por un método cuantitativo (PCR de tiempo real) y 
semicuantitativo (westem blot) la expresión de la acrogranina en tumores de ovario benignos y 
malignos a fin de establecer el grado de expresión en cada uno de ellos. Para esto se analizaron 12 
tumores malignos epiteliales de ovario y 18 tumores benignos de ovario que se obtuvieron de pacientes 
atendidas en el hospital de Gineco-Obstetricia No.4, "Luis Castelazo Ayala" por tratamiento quirúrgico. 
Los resultados mostraron que la acrogranina se expresa en los tumores malignos y benignos en igual 
cantidad y no hubo deferencias significativas entre ambos grupos. Se puede considerar que el tamaño de 
la muestra fue un factor importante para no encontrar esta diferencia, ya que fue muy pequeña por lo 
que se podría continuar con el estudio ampliando el tamaño de la muestra. El aumentar el tamaño de la 
muestra nos pennitiría estratificar por estadios o tipos histológicos. Por otro lado, la comparación 
adecuada debió de ser contra un grupo control formado por tejidos ováricos sin patología, sin embargo 
esto resulta imposible por la dificultad para conseguir este tejido en estas condiciones. Otra alternativa 
sería la utilización de técnicas más precisas para la separación solamente del epitelio de las muestras sin 
incluir estroma, pues un estudio muy reciente ha demostrado que sí existe una relación entre el cáncer 
de ovario y la acrogranina, ya que se encontró expresión de esta proteína solo en los tumores de ovario 
invasores y no se observó expresión en los tumores de bajo potencial maligno cuando se aisló RNA 
solo de tejido epitelial utilizando micro-disección por láser. Cuando se analizó la expresión en forma 
global del tejido (incluyendo estroma) la acrogranina estuvo presente tanto en los tumores invasores así 
como en los tumores de bajo potencial maligno. 
Lo anteriormente mencionado demuestra que el patrón de expresión, así como la cantidad y la 
actividad de la acrogranina tanto en el epitelio de superficie del ovario normal y del epitelio en cáncer 
de ovario necesitan futuras investigaciones, por lo que este estudio en tejidos tumorales ovárico 
humanos así como el estudio en líneas celulares de tumores de ovario continuará para tratar de 
establecer el papel de la acrogranina en el cáncer de ovario utilizando técnicas más precisas. 
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INTRODUCCION 

Epidemiología de Cáncer de Ovario 

El cáncer de ovario constituye una de las neoplasias ginecológicas más frecuentes en los países 

industrializados y la mortalidad por esta causa continua siendo muy elevada a pesar de los 

avances realizados en la detección oportuna, diagnóstico y tratamiento. En los Estado Unidos 

de Norteamérica, el cáncer de ovario es la séptima neoplasia más frecuente y la quinta causa de 

mortalidad por cáncer en la población femenina, con aproximadamente 23,000 nuevos casos 

diagnosticados y aproximadamente 14,000 muertes cada año 1,2. 

En México de acuerdo con el Registro histopatológico de las Neoplasias, en el trienio 1993-

1995, el cáncer de ovario ocupó la décima posición en la tabla general de frecuencia, con 4119 

casos, lo cual constituyó el 2.2% del total de neoplasias. Por su frecuencia, el cáncer de ovario 

es considerado la cuarta neoplasia entre los tumores ginecológicos y conforma el 3.5% de los 

cánceres diagnosticados 3. 

En el Hospital de Gineco-Obstetricia No. 4 "Luis Castelazo Ayala" del IMSS, el cáncer de 

ovario corresponde al 15% de todos los canceres ginecológicos entre las mujeres, con un 

promedio de 91 casos por año (Informe anual 200 1, Comité de Morbilidad y Mortalidad). 

Clasificación Histológica del Cáncer de Ovario 

De acuerdo a su origen, las neoplasias del ovario se clasifican histológicamente como se 

menciona en el Cuadro I 4.5. El carcinoma epitelial de ovario es la estirpe histológica más 

frecuente de estos cánceres, y aproximadamente el 75% de ellos se diagnostican en estadio III 

con diseminación metastásica intra-abdominal l. Los tumores epiteliales malignos del ovario 

pueden agruparse por tipo histológico como se menciona en el Cuadro 2 4.5 . 

Etapificación del Cáncer de Ovario 

La etapificación del cáncer de ovario es quirúrgica y se basa en los hallazgos operatorios e 

histopatológicos de la pieza quirúrgica al momento de la intervención. En el cuadro 3 se 

menciona la clasificación de los estadios del cáncer de ovario según la FIGO (Federación 
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Internacional de Ginecología y Obstetricia) 6. Probablemente la variable más importante que 

influye en el pronóstico de todos los casos de cáncer de ovario es el estadio por la extensión de 

la enfermedad y por lo tanto la supervivencia de las pacientes depende del estadio de la lesión 

(Cuadro 3), su grado de diferenciación, los hallazgos macroscópicos en la intervención, la 

cantidad de tumor residual que permanece posterior a la cirugía (citoreducción óptima o 

subóptima), así como del tratamiento adicional posterior 6. Este sistema de etapificación ha 

hecho posible la comparación de los resultados terapéuticos entre las distintas instituciones 

tanto a nivel nacional como a nivel mundial. 

En cuanto al establecimiento de la sobre vida de los pacientes con cáncer de ovario 

investigadores clínicos como Akahira y colaboradores 7 propusieron que en pacientes con 

cáncer de ovario el volumen del tumor residual y el tipo histológico deben ser considerados 

con factores pronósticos de importancia en la sobre vida del paciente. Por otro lado, Esenkop y 

colaboradores 8 agregaron que la extensión de los implantes peritoneales metastásicos también 

se relacionan con la sobre vida de los pacientes con cáncer en estadio mc independientemente 

del comportamiento tumoral o de los procedimientos requeridos para alcanzar una 

citorreducción óptima. La sobrevida reportada a 5 años en pacientes con cáncer epitelial de 

ovario de acuerdo al estadio de la FlGO 6, varía según la serie revisada, reportando una 

sobre vida a 5 años del 90 % para Etapa 1, de 0-40 % en Etapa n. Para la Etapa m se reporta 

una sobrevida de 15-20 % aproximadamente mientras que para Etapas IV la sobre vida es 

menor al 5% a 5 años 9- 12. 

Factores importantes para el Diagnóstico, Pronóstico y Tratamiento 

La etiología de este tipo de cánceres hasta el momento se desconoce en su totalidad, pero la 

mayoría de las evidencias sugieren que factores reproductivos y genéticos están jugando un 

papel importante en el origen de esta patología 13. 

El epitelio de superficie ovárico normal y los carcinomas ováricos secretan y tienen 

receptores específicos para hormonas y factores de crecimiento, indicando el papel de todos 

estos factores en la fisiología normal del epitelio de la superficie ovárica y en la 

transformación y progresión del cáncer de ovario. 
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A) Factores Genéticos 

Dentro de las etiologías del carcinoma ovárico, mutaciones en los genes supresores de 

tumor BRCA l y el BRCA 2 parecen formar las bases etiológicas de la mayoría de los 

canceres ováricos familiares. Mutaciones en el gen supresor p53 así como, mutaciones o 

amplificaciones o sobre-expresión de los proto-oncogenes tales como c-myc, K-ras y Akt, 

se han encontrado en los carcinomas ováricos 14. 

B) Alteración de otras Proteínas 

La sobre-expresión de la proteína áclina E, Cdk2 con una reducida expresión de la 

proteína p2rp
•
1
, así como también la sobre-expresión del EGF-receptor, erb2, ciclina DI y 

la proteína p2rp
-
1
, se han asociado con un pobre pronóstico en cuanto a la sobrevida en 

pacientes con cáncer de ovario 15-17. La activación de la vía de transducción de señal de la 

fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3-kinasa) fAkt ha sido detectada en varias líneas celulares de 

cáncer de ovario y en ciertos especimenes de cáncer de ovario 18-20. Por otro lado, la adición 

de EGF Y de IL-a a una línea celular ovárica produce la inducción de un fenotipo 
. . 21 mvaslvo . 

En los últimos años Ca-125 se ha considerado como un marcador bioquímico para el cáncer de 

ovario 22, ya que es una glucoproteína de tipo mucinoso de mas de 200,00 daltons que se 

encuentra presente en los tejidos del adulto derivados del epitelio celómico, incluyendo las 

células mesoteliales que recubren la pleura, el pericardio y el peritoneo, así como el 

componente epitelial de las trompas de Falopio, endometrio y endocérvix. Sin embargo, esta 

proteína no esta presente en ovarios fetales ni en los adultos, pero si se expresa en mas del 80% 

de los cánceres de ovario epiteliales, no mucinosos. En el carcinoma epitelial de ovario las 

concentraciones mayores o menores de Ca-125 se han relacionado con la progresión o 

regresión de la enfermedad en mas del 90% de las pacientes. Las concentraciones 

persistente mente elevados de Ca-125 se han asociado con la persistencia de la enfermedad. 

Prácticamente todas las pacientes con elevación persistente del Ca-125 antes de la cirugía de 

segunda mirada tienen cáncer residual 23. 
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C) Acrogranina un nuevo factor de crecimiento y cáncer de ovario 

Varios estudios realizados por Díaz-Cueto y colaboradores 24, así como por otros grupos de 

investigadores han demostrado que esta nueva familia de factores de crecimiento 

[epitelinas, granulinas) de la cual la Acrogranina es el precursor se expresan 

preferencial mente en células epiteliales y por lo tanto tienen actividades regulatorias sobre 

el epitelio normal y en células epiteliales tumorales de roedores y de humanos, siguiendo 

interesantes vías de señales de transducción 25.27. 

La acrogranina es una glicoproteína con un peso molecular de 67,000 daltons purificada de 

los testículos de cobayo por Anakawe y Gerton en 1990 28. Esta proteína es sintetizada en 

estadíos tempranos de la espermatogénesis y también puede ser procesada en pequeños 

fragmentos de 62,000, 51,000, 39,000 Y 22,000 daltons durante la maduración epididimaL 

El análisis de la secuencia de aminoácidos de esta proteína demostró que este péptido 

contiene varios residuos de cisteínas y un motivo que se repite siete veces en toda su 

secuencia. 

La línea celular R es una línea celular de fibroblastos 3T3 originada de embriones de ratón 

que tienen la mutación para el gen del receptor del factor del crecimiento semejante a la 

insulina 1 (IGF-IR). La acrogranina es uno de los principales factores de crecimiento que 

han sido encontrados en este medio condicionado y que estimula el crecimiento de esta 

línea celular R, lo cual sugiere que este factor no requiere un IGF-IR funcional para 

producir su efecto de proliferación celular 26. lo cual abre la posibilidad de identificar una 

nueva vía de señal de transducción mitogénica que probablemente es independiente de ras 
25, 26 

Otros aspectos importantes de la acrogranina en las células MCF-7 (línea celular de cáncer 

de mama) es que 17 beta-estradiol estimula la transcripción de la acrogranina en forma 

dosis dependiente y además puede medir la estimulación de crecimiento celular producido 

por estradiol, y aun más, la acrogranina puede producir proliferación celular en ausencia de 

estradiol 27. Las granulinas también se han observado como mitógenos en las células gliales 

y se sobre-expresan en ciertos tumores cerebrales y en carcinoma de células renales 
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epiteliales 29.30. Por lo tanto su patrón de expresión, su distribución en los tejidos y la 

regulación del crecimiento en estas células sugieren su potencial en la patogénesis y 

progresión de neoplasias renales y cerebrales primarias. Recientemente se ha demostrado la 

presencia de acrogranina expresado solamente en el cáncer invasor de ovario y se encuentra 

ausente en los tumores serosos de bajo potencial maligno 31. 

Aún con todo esta información, la etiología y los eventos tempranos que se presentan 

durante la progresión del carcinoma de ovario son entre los más poco entendibles de todos 

los canceres humanos malignos. Es por eso que en este trabajo se plantea el estudio de la 

expresión de la acrogranina en los tumores de ovario en sus estirpes benignas y malignas a 

fin de establecer el grado de expresión en cada uno de ellos, y proponerlo en un futuro 

como marcador tumoral , como medio de seguimiento y como blanco para el tratamiento en 

las pacientes con cáncer de ovario. 
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Cuadro 1. CLASIFICACION CITOGENÉTICA DE LAS NEOPLASIAS DE OVARIO 

1. Neoplasias derivadas del Epitelio Celó mico 
A. Tumor seroso 
B. Tumor mucinoso 
C. Tumor endometroide 
D. Tumor mesonefroide (células claras) 
E. Tumor de Brenner. Carcinoma Indiferenciado 
F. Carcinosarcoma y tumor mesodérmico mixto 

11. Neoplasias derivadas de las células germinales 
A. Teratoma 

l . Maduro 
2. Inmaduro 

B. Disgerminoma 
C. Sarcoma Embrionario 
D. Tumor del seno endodérmico 
E. Coriocarcinoma 
F. Gonadoblastoma 

111. Neoplasias derivadas del estroma gonadal especializado 
A. Tumor de células de la granulosa-teca 

l . Tumor de la granulosa 
2. Tecoma 

B. Tumores de Sertoli -Leyding 
l. Arrenoblastoma 
2. Tumor de Sertoli 

C. Ginandroblastoma 
D. Tumores de células lipídicas 

IV. Neoplasias derivadas delmesénquima inespecífico 
A. Fibroma, hemangioma, leiomioma, lipoma 
B. Linfoma 
C. Sarcoma 

V. Neoplasias que metastatizan en el ovario 
A. Tubo gastrointestinal (Krukenberg) 
B. Mama 
C. Endometrio 
D. Linfoma 
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Cuadro 2. Tumores epiteliales malignos de ovario 

Cistoadenocarcinoma seroso 42% 

Cistoadenocarcinoma mucinoso 12% 

Carcinoma endometroide 15% 

Carcinoma indiferenciado 17% 

Carcinoma de células claras 6% 

Cuadro 3. Clasificación por estadios según la nomenclatura de la FIGO 3 

Estadio I Crecimiento limitado a los ovarios 

Estadio la Crecimiento limitado a un ovario: no hay ascitis que contenga células malignas; no hay tumor en las 
Superficies externas; cápsula intacta. 

Estadio lb Crecimiento limitado a ambos ovarios; no hay ascitis que contenga células malignas; no hay tumor 
en las superficies externas; cápsula intacta 

Estadio le Tumor en estadio la o en estadio lb, pero con tumor en la superficie de uno o ambos ovarios; o 
con la cápsula rota; o con ascitis que contenga células malignas o con lavados peritoneales positivos. 

Estadio 11 El crecimiento afecta a uno o ambos ovarios con extensión pélvica 

Estadio lIa Extensión y/o metástasis al útero y/o trompa 

Estadio IIb Extensión a otros tejidos pélvicos 

Estadio IIc Tumor en estadio lIa o IIb pero con afectación de la superficie de uno o ambos ovarios; o con la 
cápsula(s) rota(s) ; o con asciti s que contiene células malignas o con lavados peritoneales positivos 

Estadio III Tumor que afecta a uno o ambos ovarios con invasión fuera de la pelvis y/o ganglios 
positivos retroperitoneales o inguinales, si existen metástasis hepáticas será un estadio IIl. El tumor 
está limitado a la pelvis verdadera pero con extensión maligna probada histológicamente al intestino 
delgado o al epiplón. 

Estadio lila Tumor limitado a la pelvis verdadera o con ganglios linfáticos negativos, pero con 
siembra microscópica en la superficie peritoneal abdominal confirmada histológicarnente. 

Estadio I1Ib Tumor de uno o ambos ovarios con implantes en la superficie peritoneal abdominal confirmada 
histológicamente que no superen los 2cm de diámetro; los ganglios linfáticos son negativos 

Estadio lIle Implantes abdominales mayores de 2cm de diámetro y/o ganglios retroperitoneales o inguinales 
Positivos 

Estadio IV El carcinoma a uno ambos ovarios con metástasis a distancia. Si existe derrame pleural, la citología 
debe ser positiva para clasificar un caso en el estadio N. Las metástasis del parénquima hepático 
equivalen a estadio IV. 
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OBJETIVO 

Con el fin de conocer si la acrogranina tiene una función en la progresión maligna de los 
carcinomas ováricos epiteliales, se determinará su expresión o sobre-expresión (por varios 
métodos moleculares) en especimenes de tejidos ováricos con carcinoma y sin carcinoma. 

HIPOTESIS 

La acrogranina esta sobre-expresada en los carcinomas ováricos epiteliales humanos al 
comparase con tumores ováricos benignos. 
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MA TERIAL Y METO DOS 

A. Tipo De estudio 

Se trata de un estudio descriptivo, observacional, prospectivo y comparativo. 

B. Universo de Trabajo 

Se determinó la expresión de la acrogranina en tejidos de tumores ováricos tanto benignos 

como malignos, que se obtuvieron de pacientes con el diagnostico de tumor de ovario, que 

acudieron al hospital de Gineco-Obstetricia NoA, "Luis Castelazo Ayala" para tratamiento 

quirúrgico. 

C. Criterios de Inclusión 

• Pacientes con diagnostico de tumor de ovario de estirpe benigna o maligna 

corroborado por histopatología. 

• Cualquier edad. 

• Ausencia de otras enfermedades o canceres primarios no relacionados con el 

carcinoma ovárico. 

• Todas las clasificaciones clínicas de la FIGO (Estadio 1 a IV) fueron incluidas 

• Todas las clasificaciones histológicas de la WHO (G I a G3) fueron incluidas. 

D. Criterios de Eliminación 

• Pacientes con expedientes incompletos 

E. Consideraciones Eticas 

A las pacientes cuyas muestras (especimenes ováricos) fueron incluidas dentro del estudio, 

se les notificó que se llevaría a cabo un estudio adicional en las muestras obtenidas, y que 

la información de este estudio no beneficiaría ni perjudicaría la evolución natural de la 

enfermedad. 

F. Especificación y Definición de las Variables 

1) Variable dependiente = La expresión de acrogranina 
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Definición de expresión o sobreexpresión de la acrogranina. Esta variable fue identificada 

por varios métodos: El primero de ellos fue el western blot (bandas), el cual nos permitió 

hace esta variable cuantitativa. Para decir que existió una sobre-expresión de acrogranina, 

los especimenes de tejidos con carcinoma ovárico, estas debieron de tener 2 veces más de la 

expresión del control más alto, para esto varios controles fueron corridos dentro de un 

mismo experimento. Otro de los métodos más preciso para cuantificar la expresión de 

acrogranina fue la determinación del RNA mensajero utilizando el método PCR de tiempo 

real, la concentración obtenida fue comparada con el RNA mensajero de la acrogranina 

presente en las muestras control (tejidos ováricos sin tumor o tumores benignos). 

2) Variable independiente = Tipo histológico del cáncer, etapa clínica y grado de 

diferenciación del tumor, fueron considerados tomando en cuanta las clasificaciones de la 

FlGO y de la WHO (Cuadros 1, 2 Y 3 de la Introducción). La edad de la paciente también 

fue registrada. 

G. Protocolo de Estudio 

Diariamente se preguntaba en el Servicio de Oncología del Hospital de Gineco-Obstetricia 

No. 4 "Luis Castelazo Ayala" sobre el ingreso de pacientes con diagnóstico de tumores de 

ovario y su fecha de programación para cirugía, recolectándose la información necesaria 

(ver apéndice 1). El día de la cirugía, las piezas quirúrgicas fueron enviadas al 

departamento de patología para el diagnóstico trans-operatorio, momento en el cual se 

separó una pequeña muestra del tejido (0.1 OOg), que se congeló a -70°C y posteriormente 

fue procesada como se describe a continuación. Todos los procedimientos se llevaron a 

cabo en la Unidad de Investigación Médica en Medicina Reproductiva, del Hospital de 

Gineco-Obstetricia No. 4 "Luis Castelazo Ayala" deIIMSS. 

H. Sistema de Captación de Datos 

Hoja de recolección de datos (ver apéndice 1). Los datos se vaciaron en hojas de cálculo 

utilizando el programa de Microsoft Excel 2000. 
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I. Métodos 

• 1) Técnica de Western B1ot. El inmunoblot se realizó como ha sido descrito previamente 

por Díaz-Cueto y cols (24). En resumen, aproximadamente 0.05 g de tejido ovárico fue 

homogenizado y lizado en 2.5 mI de buffer de lisis (1 % NP-40, 150 mM NaCl, 50 mM 

NaF, 20 mM Tri-HCI , pH 7.5, 5mM EDTA, I mM Na3V04, 10 J.lM Na2Mn04, ImM 

PMSF, 10 J.lglml leupeptine, I %aprotinina). El lizado fue centrifugado a 100,000 g por I h 

a 4°C y el sobrenadante se guardó a -80°C hasta su análisis. El total de proteínas en el 

sobrenadante fue cuantificado por medio del método de BCA (Pierce Biotechnology). El 

extracto equivalente a 10 J.lg del total de proteínas fue separado por electroforesis-SDS­

poliacrilamida en un gel al 10% , el cual posteriormente fue transferido a una membrana de 

PVDF. La membrana fue posteriormente bloqueada con una solución amortiguadora salina­

Tris (TBS) conteniendo 5% de leche y 0.1 % de detergente tween-20 (TBS-tween). Una vez 

bloqueada la membrana, ésta fue probada con un anticuerpo policlonal que reconoce la 

acrogranina (Proporcionado por el Dr. George Gerton, Universidad de Pennsylvania) a una 

dilución de 1:2000 en TBS-tween por toda la noche y a una temperatura de 4°C. Después 

de que la membrana fue lavada por tres veces con TBS-tween y cada una con duración de 

15 min, se añadió el segundo anticuerpo (horseradish-peroxidasa-conjugada anti-conejo 

IgG) por 1 h ha temperatura ambiente. La proteína fue detectada por medio del sistema de 

quimiluminiscencia (Amersham). Los controles fueron tejidos ováricos sin carcinoma. 

• 2) Cuantificación del RNAm de Acrogranina por medio del método de tiempo 

Real. 

Aislamiento de RNA. Aproximadamente 50 mg de tejido ovárico fue 

homogenizado en I mI de Trizol (Life Technologies) siguiendo las indicaciones de 

la compañía manufacturera para la obtención de RNA. Una vez aislado el RNA, 

éste fue cuantificado y I J.lg fue utilizado para la realización del RT-PCR (Reverse 

Transcription-PCR) . Con el cDNA obtenido se procedió a la realización del PCR 

de tiempo real. 

PCR de Tiempo real. Previo diseño de los primeros para la amplificación de la 

acrogranina y de la enzima (GAPDH) que se uso como control se procedió a la 

realización del PCR de tiempo real. La amplificación y la detección de la 
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fluorescencia fueron llevadas a cabo usando el detector de secuencias ABI Prism 

7000. las características del ciclo fueron: una desnaturalización inicial a 95°C por 3 

min, seguida por 45 ciclos de 9SOC for 10 s, 58°C por 45 s , y 72°C por lOs, y las 

lecturas de la flurescencia fueron tomadas durante los pasos a 58°C. 

J. Análisis Estadístico 

Se utilizó como estadística descriptiva solo el promedio para graficar la expresión del 

RNAm de la acrogranina en los tumores malignos y benignos. Para analizar las diferencias 

entre las concentraciones del RNAm de acrogranina entre tumores malignos y benignos se 

utilizo la prueba de U-Mann-Whitney. El nivel de significancia se estableció en p<O.05. El 

programa estadístico utilizado fue Stat 32. 
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RESULTADOS 

1. Características de los tumores ováricos analizados 

En total se analizaron 1 1 tumores malignos epiteliales de ovario y 18 tumores benignos de 

ovario, de los cuales 10 fueron cistoadenomas (56%) y 8 fueron teratomas (44%) (Tabla 1), 

estos tumores benignos fueron considerados como controles de los tumores malignos, ya 

que fue difícil colectar muestras de ovarios sin patologías. De los tumores malignos 4 casos 

(36%) correspondieron a cistoadenocarcinoma serosos, otros 4 casos (36%) 

correspondieron a cistoadenocarcinomas mixtos y solo se encontró un caso (9%) de 

carcinoma endometroide y de carcinoma de células claras. Solamente un caso (9%) se 

reportó como de difícil estirpe, llama la atención que no se encontraron 

cistoadenocarcinomas mucinosos puros (Tabla 1). Las muestras de estos tumores fueron 

colectadas de pacientes que acudieron al Hospital de Gineco-Obstetricia # 4 "Luis 

Castelazo" para su tratamiento y manejo quirúrgico. 

2.-Expresión de Acrogranina en los diferentes tumores ováricos 

En las figuras 1, 2 y 3 se encuentran los patrones representativos de la expresión de 

acrogranina en los lisados de cada uno de los tejidos tumorales de ovario. Como se 

mencionó en la metodología cada una de las muestras obtenidas fue procesada para obtener 

un extracto de proteínas, del cual 10 Ilg de proteínas totales fueron corridos en un gel de 

poliacrilamida y posteriormente transferido a una membrana PVDF, identificando a la 

acrogranina por medio de la adición de un primer anticuerpo en contra de esta misma 

proteína y posteriormente una segundo anticuerpo marcado con peroxidaza. Posteriormente 

la utilización de un sustrato especifico nos permitió la identificación de la acrogranina 

correspondiente a cada una de la bandas observadas en las membranas de las figuras 1-3. 

Como se puede apreciar en estas figuras (1-3) la acrogranina esta presente en cada una de 

las muestras tumorales benignas y malignas estudiadas así como en el ovario normal 

humano que fue usado como control. La principal banda fue detectada a un peso de 67,000 

Mr y una segunda banda de menor peso molecular la cual se encontró por arriba de 45,000 

Mr. 
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Por esta técnica semicuantitativa no fue posible establecer diferencias significativas en la 

expresión de acrogranina en las muestras tumorales de ovario tanto malignas como 

benignas, sin embargo nos permitió identificar que la acrogranina esta presente tanto en el 

tejido ovárico sin patología, así como en los tejidos tumorales ováricos benignos y 

malignos. 

3. Expresión del RNAm de la Acrogranina en los diferentes tumores ováricos. 

Como se mencionó previamente en la metodología la determinación de la expresión del 

RNAm de la acrogranina fue realizada por medio del método de PCR de tiempo real. Para 

esto, primeramente cada una de las muestras tumorales ováricas benignas y malignas 

fueron procesadas para obtener el RNA total. Una vez obtenido este RNA se procedió a la 

realización de RT -PCR (Transcripción-Reversa-PCR) para obtener el cDNA (DNA 

complementario) el cual sería utilizado para la realización del PCR de tiempo real. 

Los resultados obtenidos se encuentran graficados en la figura 4 y se encuentran expresados 

como número de copias de acrogranina /1 00 copias de GAPDH. En esta gráfica podemos 

observar que existe una gran variabilidad en la expresión del gen de la acrograina tanto en 

las muestras tumorales ováricas malignas como benignas. Por lo tanto no se encontraron 

diferencias significativas en la expresión de la acrogranina en los diferentes tumores 

malignos y benignos estudiados hasta el momento. 
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DISCUSION 

Estudios previos 32-36 han demostrado que una nueva familia de factores de crecimiento a la 

cual pertenece la acrogranina se expresan principalmente en células epiteliales y por lo 

tanto muestran actividades de regulación sobre las células del epitelio normal así como en 

células epiteliales tumorales de roedores y de humanos. 

La expresión de la acrogranina en el ovario y en el ovocito así como en embriones de ratón 

previo a la implantación ya ha sido demostrada previamente,24.37 sin embargo hasta el 

momento se desconocen las funciones que la acrogranina tiene en el ovario. En el 

blastocisto la acrogranina parece tener una función importante, ya que es sintetizada y 

secretada por el mismo y la adición de acogranina al medio de cultivo de embriones de 

ocho células estimula la incidencia en la formación del blastocistos, reduce el tiempo en el 

inicio de la cavitación, estimula la expansión del blastocele e incrementa el número de 

células del trofectodermo. Por otro lado, el bloqueo de la función de la acrogranina por 

medio de la adición de un anticuerpo específico en contra de esta proteína en el cultivo de 

embriones de 8 células detiene el desarrolló del embrión y por lo tanto la formación del 

blastocisto. Estos resultados demuestran que la acrogranina tiene una función importante en 

el desarrollo embrionario previo a la implantación. Además, el hecho de que los embriones 

respondan a la acrogranina indica que estos poseen la maquinaria necesaria para unir el 

factor y activar una vía de señal de transducción intracelular.24 

Otro estudios han demostrado que el gen de la acrogranina esta expresada en tumores 

humanos y líneas celulares cancerigenas, como en los glioblastomas (tumores cerebrales) 

que expresan el gen de la acrogranina, así como la proteína, y esta proteína tiene un efecto 

regulatorio sobre el crecimientos de astrocitos primarios de rata y de líneas celulares de 

glioblastomas humanos.29 Se ha sugerido que el patrón de expresión de la acrogranina, la 

distribución en los tejidos y su asociación con la regulación del crecimiento de los 

glioblastomas sugiere un role de esta proteína en la patogénesis y/o progresión maligna de 

esta neoplasia cerebral primaria. La acrogranina también se expresa en células cancerígenas 

de tumores de mama humanos (MCF-7 y las MDA-MB-468). Las células MCF-7 son 
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receptor a estrógenos positivas y las MDA-MB-468 son células con receptor a estrógenos 

negativas. El tratamiento de estas últimas células con un anticuerpo en contra de 

acrogranina resulta en una inhibición de la proliferación celular, en un forma dosis­

dependiente, sugiriendo que acrogranina actúa como un factor regulador del crecimiento en 

forma autocrina.J8 La acrogranina también ha sido detectada en células renales 

cancerigenas, así como en dos líneas celulares derivadas de leiomiosarcomas (SK-UT-I y 

SK-LMS-I).J9 

El epitelio de superficie del ovario normal así como el de los carcinomas ováricos secretan 

y presentan receptores específicos para hormonas y factores de crecimiento, sugiriendo que 

estos factores pudieran tener una función en la transformación y progresión del cáncer de 

ovario.40 Dado que la acrogranina se expresa en el ovario y actúa como un regulador 

autocrino y paracrino del crecimiento epitelial 24, en este estudio nosotros nos propusimos 

determinar si la acrogranina se encuentra sobre-expresada en el carcinoma epitelial de 

ovario. Sin embargo hasta el momento no hemos podido demostrar está relación en las 

muestras analizadas. Del hecho de no encontrar diferencias significativas en cuanto a la 

expresión de la acrogranina en las muestras de tumores de ovario malignas y benignas 

estudiadas podríamos considerar que el tamaño de la muestra fue un factor importante para 

no encontrar esta diferencia, ya que fue muy pequeña (11 tumores malignos y 18 tumores 

benignos). por lo que se podría continuar con el estudio ampliando el tamaño de la muestra. 

El aumentar el tamaño de la muestra nos permitiría estratificar por estadios o tipos 

histológicos. Por otro lado, la comparación adecuada debió de ser contra un grupo control 

formado por tejidos ováricos sin patología, sin embargo esto resulta imposible por la 

dificultad para conseguirlos, y de conseguirse la mayoría provendrían de mujeres en edad 

menopausica, lo cual también pudiera dar un sesgo al estudio, por no conocer cual es la 

expresión de la acrogranina en el ovario a través de la etapa reproductiva y menopausica. O 

alternativa sería la utilización de técnicas más precisas (microscopio de láser) para la 

separación solamente del epitelio de las muestras sin incluir estroma, pues un estudio muy 

reciente 41 que utilizó está técnica ha demostrado que sí existe una relación entre el cáncer 

de ovario y la acrogranina, ya que se encontró expresión de esta proteína solo en los 

tumores de ovario invasores y no se observó expresión en los tumores de bajo potencial 
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maligno cuando se aisló RNA solo de tejido epitelial utilizando micro-disección por láser, 

cuando se analizó la expresión en forma global del tejido (incluyendo estroma) la 

acrogranina estuvo presente tanto en los tumores invasores así como en los tumores de bajo 

potencial maligno.41 

Lo anteriormente mencionado demuestra que el patrón de expresión, así como la cantidad 

y la actividad de la acrogranina tanto en el epitelio de superficie del ovario normal y del 

epitelio en cáncer de ovario necesitan futuras investigaciones, por lo que este estudio en 

tejidos tumorales ovárico humanos así como el estudio en líneas celulares de tumores de 

ovario continuará para tratar de establecer el papel de la acrogranina en el cáncer de ovario 

utilizando técnicas más precisas. 
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ANEXOS 

TABLA 1. TUMORES DE OVARIO ANALIZADOS 

TUMORES DE OVARIO N/% 

MALIGNOS 11 

Cistoadenocarcinoma Seroso 4/36% 
Cistoadenocarcinoma Mixto 4/36% 
Carcinoma Endometroide 1/9% 
Carcinoma de Células Claras 1/9% 
Carcinoma de Difícil Estirpe 1/9% 
Cistoadenocarcinoma Mucinoso O 

BENIGNOS 18 

Cistoadenomas 10/56% 
Teratomas 8/44% 

TOTAL 29 
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FIGURA l.-Detección de Acrogranina por medio de inmunoblot en extractos 
proteicos provenientes de tumores ováricos benignos. La acrogranina fue detectada a 
67,000 Mr y una segunda banda fue observada con un peso mayor de 45,000 Mr. a) 
ovario normal, b), c), f), g), h), i) Cistoadenomas y d), e) teratomas. 
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FIGURA 2.-Detección de Acrogranina por medio de inmunoblot en extractos 
proteicos provenientes de tumores ováricos malignos y benignos. La acrogranina fue 
detectada a 67,000 Mr y una segunda banda fue observada con un peso mayor de 
45,000 Mr. a) ovario normal, b), c), f), i) Tumores malignos, d), e), g), h) 
Cistoadenomas. 
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FIGURA 3.-Detección de Acrogranina por medio de inmunoblot en extractos 
proteicos provenientes de tumores ováricos malignos y benignos. La acrogranina fue 
detectada a 67,000 Mr y una segunda banda fue observada con un peso mayor de 
45,000 Mr. a), b), c), d), e), f), g) Tumores malignos y h) Cistoadenoma. 
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FIGURA 4. Expresión del gen de la acrogranina determinado por medio de PCR de tiempo 
real y expresado en número de copias (acrograninaJlOO copias de GAPDH). Podemos 
observar que el gen de la acrogranina se expresa tanto en los tumores maljgnos como 
benignos yen ambos grupos presenta una gran variabilidad. 

. } ..... 1 A. B~~': ~I j lo":" q'., 
'.... ~.1 "-"",.,¡]t... .... -

.... .. 



30 

Apéndice 1 

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS 

PROYECTO: EXPRESIÓN DE LA ACROGRANINA EN TUMORES DE OVARIO 

Paciente No. ___________ _____________ _ 

Edad ___ ___ _ Expediente No. 

Dirección 

Teléfonos 

Fecha de diagnostico y estadificación 

Fecha de cirugía y diagnostico histopatológico 

Tratamientos Adicionales 

Nombre de quien llenó los datos 
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