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El Cancer de Ovario (CaO) es el tercer tipo de cancer mas frecuente en ginecologia oncolégica
en nuestro pais, ocupando el noveno lugar en mortalidad, esto probablemente debido a que no
existen métodos diagnésticos tempranos. Los tumores mas frecuentes en CaO son de tipo
epitelial, siendo de mayor incidencia los tumores serosos y mucinosos. Se ha documentado
que la invasién y metastasis son las principales causas de la progresién del cancer. La
degradacion de la matriz extracelular, permite que las células tumorales invadan al tejido local.
Las metaloproteasas de matriz (MMP) juegan un papel importante en la tumorigénesis sin
embargo existen pocos reportes de su expresion en tumores mucinosos y serosos de ovario.
En el presente estudio se evalué la expresiéon de las colagenasas MMP-1, -8 y -13 en estos
tipos de tumores. Se realizaron microarreglos de tejido que incluyeron 60 mucinosos (30
cistadenomas, 15 limitrofes, 15 carcinomas) y 90 tumores serosos (30 cistadenomas, 30
limitrofes, 30 carcinomas) y 15 tejidos de ovario sano. Como muestras control se utilizaron
diferentes tipos de tejido (carcinoma gastrico, vejiga, cérvix, mama). Con los cortes de los
microarreglos se realizaron reacciones de inmunohistoquimica para cada MMP, utilizando
anticuerpos especificos. Los resultados se evaluaron obteniendo el HSCORE y posteriormente
un ANOVA con la prueba de Tukey. Se encontré expresion diferencial de las MMP en tumores
mucinosos y serosos de ovario. La expresion epitelial de la MMP-1 y -13 no fue significativa en
tumores mucinosos (cistadenomas, limitrofes y carcinomas), sin embargo la MMP-8 tuvo una
disminucién significativa en los cistadenomas mucinosos. La MMP-1 y -13 mostraron una
mayor expresién en cistadenomas serosos con respecto al tejido sano, sin cambios
significativos en lesiones limitrofes y carcinomas. La expresion de la MMP-8 en lesiones
limitrofes y carcinomas estuvo disminuida considerablemente. En conclusién, la MMP-1, -8 y -
13 se expresan diferencialmente en tejido sano de ovario, tumores mucinosos y serosos. La
expresion epitelial de estas colagenasas es mayor en tumores serosos que mucinosos. El
incremento de la expresion de la MMP-1 y -13 se asocia a lesiones benignas serosas, mientras

gue existe pérdida de la expresion de la MMP-8 en lesiones invasoras.

Cancer de Ovario, metaloproteasas de la matriz, inmunohistoquimica.



Ovarian Cancer (OC) is the third most common cancer in gynecologic oncology in Mexico, with
a poor ratio of survival, this is because of the high percentage of cases diagnosed at al
advanced stage. The most common tumors in OC are the epithelial type, serous and mucinous
tumors having the the highest incidence. It has been reported that invasion and metastasis are
major causes of cancer progression. The degradation of the extracellular matrix, allows tumor
cells to invade local tissue. The matrix metalloproteinases (MMPs) play an important role in
tumorigenesis, but there are few reports of its expression in serous and mucinous tumors in
ovary. In the present study we evaluated the expression of collagenases MMP-1, -8 and -13 in
these types of tumors. Tissue microarrays were set up including 60 mucinous (30
cystadenomas, 15 borderline, 15 carcinomas) and 90 serous tumors (30 cystadenomas, 30
borderline, 30 carcinomas) and 15 healthy ovarian tissue. Control samples were used as
different types of tissue (gastric carcinoma, bladder, cervix, breast). With microarrays cuts,
immunohistochemical reactions were performed for each MMP, using specific antibodies. The
results were scored by using HSCORE and assessed by ANOVA with Tukey test. The results
show differential epithelial expression of MMPs in mucinous tumors and serous ovarian cancer.
The epithelial expression of MMP-1 and -13 was not significant in mucinous tumors
(cystadenomas, borderline and carcinomas), but MMP-8 had a significant decrease in it's
expression, in mucinous cystadenomas. The MMP-1 and -13 showed increased expression in
serous cystadenomas with respect to healthy tissue, no significant changes in borderline lesions
and carcinomas. The expression of MMP-8 in borderline lesions and carcinomas was
significantly decreased. In conclusion, MMP-1, -8 and -13 are differentially expressed in healthy
ovarian tissue, mucinous and serous tumors. The epithelial expression of these collagenases is
higher in serous than mucinous tumors. The MMP-1 and -13 increased expression is associated
with serous benign lesions, whereas in invasive lesions there is a decrease of expression of
MMP-8.

Ovarian Cancer, Matrix Metalloproteinases, Immunohistochemistry



Epidemiologia del cancer de ovario

El cancer de ovario (CaO) se encuentra en octavo lugar de incidencia y séptimo
en mortalidad dentro de las neoplasias en la poblacion femenina a nivel
mundial, siendo los paises desarrollados en donde se presenta con mayor
frecuencia. En México el CaO es el tercer cancer mas frecuente en ginecologia
oncologica (tras mama y cervix), y tiene el noveno lugar de mortalidad en
neoplasias femeninas (Grafica 1); esto se debe a la gran dificultad para el
diagnéstico, ya que el 65% de las pacientes se diagnostican en estadios
avanzados cuando la enfermedad se ha extendido o diseminado mas alla de
los ovarios (1, 2). La alta mortalidad, en relacion a la incidencia, se atribuye a
qgue el CaO es asintomatico en los estadios tempranos y en estadios tardios o
mas avanzados presentan sintomas no especificos, como: molestia abdominal,
pérdida de peso, sangrado vaginal, incontinencia y constipacion. En muchos
casos los sintomas no se presentan hasta que el tumor llega a un estadio muy
avanzado (3).

La demora en el diagnostico, con el consecuente aumento de la
mortalidad, es debida a una falta de técnicas de deteccién temprana aplicables
a la poblacion general, dotadas de una sensibilidad y especificidad adecuadas,

asi como la ausencia de sintomas especificos (3, 4).
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Factores de riesgo

La etiologia del cancer de ovario (CaO) no se conoce, sin embargo, existen
factores de riesgo que predisponen su desarrollo. El CaO aumenta con la edad
y es mas frecuente en mujeres con historia familiar de esta enfermedad, cancer
de mama o cancer de colon, aumentando el riesgo un 5% si es un familiar y 7%
con dos familiares. Por el contrario, se ha propuesto que el riesgo de padecer
cancer de ovario disminuye con multiparidad, consumo de contraceptivos
orales, menarca tardia, menopausia temprana, histerectomia simple,
ooforectomia asi como la salpingoclasia (3, 5, 6).

Existen varias hipotesis planteadas sobre los procesos biolégicos que
aumentan el riesgo de transformaciéon maligna del epitelio del ovario, a

continuacion se describen brevemente.

Hipotesis de la evolucién incesante

Durante la ovulacion, la ruptura folicular y liberacion del 6vulo causan un
trauma fisico sobre la superficie del ovario, creando una brecha en el epitelio
que tiene que ser reparada. Durante el curso de la vida reproductiva de la mujer
este proceso de dafio y reparacion se repite multiples veces. Aunque el epitelio
ovarico tiene un alto grado de plasticidad que facilita la remodelacion de tejido,
la acumulacion de dafio a DNA por las células del epitelio, puede incrementar la
susceptibilidad a transformacion. Asimismo, cuando la mujer envejece, la
superficie del ovario desarrolla numerosas invaginaciones dentro del estroma
cortical, las cuales se pueden liberar atrapandose dentro del estroma, formando
quistes. Ya dentro del ovario, los quistes estan expuestos a hormonas que

pueden inducir diferenciacion y metaplasias (7).

Estimulacién por gonadotropinas

Varias hormonas que actuan sobre el ovario (ej. hormona foliculo estimulante,
hormona luteinizante) tienen propiedades que promueven el crecimiento celular
y mutaciones, que puede inducir proliferacion de las células epiteliales y asi

colocarlas en un mayor riesgo de desarrollar cancer de ovario (7, 8).



Estimulacion hormonal

Las altas concentraciones de andrégenos en el microambiente del tumor, se
asocian con un mayor riesgo de CaO, mientras que las progestinas tienen un
efecto contrario. Los andrégenos son las hormonas de mayor concentracion
dentro del foliculo en desarrollo, lo que prolonga la exposicion de las células
epiteliales. Los receptores de androgenos estan presentes en las células del
epitelio ovarico y estos estimulan la proliferacion. Por lo tanto. la exposicion a

los andrégenos puede inducir una transformacion maligna (7, 8).

Inflamacion

La ovulacion produce un dafio en las células del epitelio del ovario, lo cual
puede promover susceptibilidad a reconstruirse y generar mutaciones. EXxiste
un interés creciente en el papel etiolégico de la inflamacién que acompana a
cada ovulacion, con liberacion de citocinas asociadas, afluencia de células
inflamatorias y reconstruccion de tejidos. Se ha postulado que este mecanismo
estresa a las células epiteliales de ovario, las cuales ya estan predispuestas a

dafios genéticos y transformaciones malignas (7, 8).

Aunque ninguna de estas teorias se ha confirmado, pueden desempeifiar un
papel en la carcinogénesis del ovario, por lo que se sugiere que existen otros
procesos involucrados, no predecibles por medios clinicos, como la nuliparidad,
la infertilidad o la exposicion hormonal. Para detectar tempranamente el CaO o
para identificar pacientes en riesgo, se necesita una busqueda de las
condiciones genéticas o epigenéticas que predisponen a las pacientes para el
desarrollo de esta neoplasia asi como el estudio de proteinas que puedan

permitir la deteccion temprana.



Cancer de ovario

El CaO es una enfermedad compleja, se caracteriza por la acumulacion de
multiples alteraciones moleculares, tanto en las células en proceso de
transformacion neoplasica como las células huésped. Estas anomalias alteran
la expresion de genes que controlan los procesos celulares, que conducen la
iniciacion de la tumorigénesis y desarrollo (9).

El ovario se conforma de tres tipos celulares, en general, los tumores de
ovario se pueden desarrollar a partir de cada uno de estos tipos, que son:
células epiteliales, células del estroma (incluyendo las de la granulosa, teca, y
las células hilio) y células germinales (6vulos) (Fig. 1) (10).

El epitelio que recubre al ovario, también conocido como el mesotelio o
epitelio ovarico normal, contiene una capa simple de células tipo planas a
cuboidales, con pocas caracteristicas distintivas (Fig. 1) (3). A pesar de su
apariencia discreta y aparente falta de funciones es de gran importancia en el
desarrollo del CaO, ya que el 90% de los tumores de ovario surgen de este
epitelio (5, 6, 7). Este trabajo se centré exclusivamente en los tumores

epiteliales de ovario, por ser predominantes y letales de esta neoplasia.

Estroma

Células
epiteliales
Células
germinales
Ovocito

Morfologia del ovario. Mostrando los tres tipos celulares que conforman el ovario,
células del estroma, células germinales y células epiteliales. La fotografia representa una
seccién del epitelio de ovario sano, tefiida con hematoxilina y eosina.



Clasificacion de los tumores de ovario

Los tumores de ovario tienen heterogeneidad histolégica y la clasificacion
histologica de estos tumores, de acuerdo a la Organizacion Mundial de la
Salud, se basa en la histogénesis del ovario sano, por lo que los tumores de
ovario se clasifican dependiendo de su origen: del epitelio, de células
germinales y del mesénquima (estroma de la médula) (11).

Los tumores epiteliales pueden ser clasificados por su tipo histologico
como: mucinosos, serosos, endometroides, de células claras, tumores de
Brenner, carcinosarcoma e indiferenciados. Asimismo, los tumores ovaricos se
dividen en: benignos si carecen de una gran proliferacion y comportamiento
invasor; limitrofes (borderline) o tumores de bajo potencial maligno si tiene gran
proliferacion celular pero no tienen caracter invasor; y malignos si tienen un
caracter invasor (11).

Los tumores limitrofes son biolégicamente diferentes de los carcinomas
y no son precursores de estos ultimos. En realidad, se desconocen los estadios
precancerosos del cancer ovarico. Estos tumores tienen caracteristicas
celulares de malignidad (atipias, mitosis) y mayor o menor grado de
proliferacion y estratificacion, pero no invaden el estroma. Entre el 15 y el 40%
de estos tumores muestran implantes peritoneales o incluso afectacion de los
ganglios retroperitoneales. Estos implantes pueden proceder del tumor ovarico
o ser de origen peritoneal primitivo. El tipo histolégico sigue siendo limitrofe y

no se modifica la supervivencia (10, 11).

Tumores Mucinosos

Los tumores mucinosos se originan de metaplasia del epitelio celémico del
ovario. Estos se caracterizan por células epiteliales altas con mucina
intracitoplasmatica abundante, las células simulan el epitelio que reviste tanto
el endocérvix como el intestino. Los tumores mucinosos benignos representan
el 25% de todas las neoplasias benignas del ovario y el 75-85% de todos los

tumores mucinosos (Fig. 2) (12).



El cistadenoma mucinoso es una de las neoplasias mas comunes en ovario,

tienden a ser los mas grandes de todos tumores de ovario. Usualmente es un
quiste unilocular con una pared delgada y lisa con fluido mucinoso.

El tumor limitrofe habitualmente tienen areas papilares y sdlidas, con

células epiteliales de tipo intestinal y contienen abundante mucina. El estroma
es infiltrado por neutrofilos.

Los carcinomas mucinosos son predominantemente solidos, contienen

puntos de hemorragia y necrosis. Estan compuestos por quistes irregulares y
glandulas cubiertas por células mucinosas atipicas, las cuales se encuentran
estratificadas en cuatro o mas capas. El mayor criterio de estos tumores es la

invasion al estroma (12, 13).

Tumores Serosos

Los tumores serosos son las neoplasias mas comunes en CaO, representan el
70% de todos los tumores epiteliales de ovario. Se caracterizan por ser de tipo
cilindrico ciliado pseudoestratificado, simulando al de la trompa de Falopio (Fig.
2) (14).

Histologicamente, el cistadenoma es un quiste unilocular, con una
superficie lisa y lleno de fluido seroso, aunque algunas veces consiste de
quistes multiloculares. Se compone de células cuboidales alargadas ciliadas y
no ciliadas, con nucleos elongados (15).

Los tumores limitrofes son frecuentemente grandes y bilaterales, con

areas quisticas y crecimiento papilar. Este tipo de tumor seroso, raramente
presenta areas solidas o focos de hemorragia y necrosis. Las células que lo
componen son parecidas a los cistadenomas pero con menos células ciliadas y
poca actividad proliferativa. Las células se encuentran estratificadas en varias
capas, formando mechones. Se caracterizan por presentar patrones de
crecimiento tipo papilar y glandular. Muestran una atipia nuclear y figuras
mitGticas, pero no tan marcadas como los carcinomas. No se observa invasion

hacia el estroma.



El carcinoma seroso es generalmente grande y bilateral, muestra una mezcla

de patrones quisticos, papilares y crecimiento soélido. El carcinoma invade a
través de la capsula ovarica y crece en la superficie del ovario. En este tipo de
neoplasia, son comunes los focos de hemorragia y necrosis, se caracterizan
por tener células mas extensas, un crecimiento celular mayor, una atipia
nuclear mas marcada que los cistadenomas o limitrofes y se observa una

invasion al estroma (14, 15).

Tumores epiteliales de ovario. Las fotografias muestran secciones representativas tefiidas con
hematoxilina y eosina de los tumores mucinosos (cistadenoma, limitrofe y carcinoma). Y los diferentes
tipos de tumores serosos (cistadenoma, limitrofe, carcinoma).



Invasién y metastasis

Durante la progresion del cancer, algunas células tumorales adquieren la
capacidad de invadir tejidos del huésped, llevando eventualmente a la
diseminacidon metastasica. Este proceso de invasion requiere interacciones
especificas de la matriz celular y actividades proteoliticas. La degradacion de la
matriz extracelular (MEC) durante la invasion tumoral y la angiogénesis se
pueden liberar moléculas activas almacenados en la matriz y/o la generacion
de fragmentos activos de componentes de la matriz que promueven el
crecimiento tumoral, la invasion y la angiogénesis (16, 17).

Como ya se menciond, la invasidn y metastasis se relaciona con la
malignidad y son las principales causas de la progresion del cancer. Las
células tumorales se encuentran rodeadas por matriz extracelular, la cual
contiene proteoglicanos y componentes no proteoglicanos (colagena, laminina,
fibronectina y elastina). La degradacion de la matriz extracelular permite que
las células tumorales se desprendan de la masa tumoral primaria, invadan
tejido local y construyan formaciones metastasicas. Se conocen cuatro clases
de proteinasas capaces de romper casi todos los componentes de la matriz
extracelular: serin proteasas, aspartico proteasas, cistein proteasas y las
metaloproteasas de matriz (MMP) (18, 19, 20).

Trabajos previos han demostrado que las MMP facilitan la invasion y
metastasis en general. Comparado con tejido sano, la expresion y activacion de
las MMP se incrementa en la mayoria de tipos de cancer. Asimismo las MMP
juegan un papel muy importante en multiples procesos fisioldgicos donde se
requiere remodelado de tejido (ej. cicatrizacion de heridas, embriogénesis,
angiogénesis y ovulacion). Existe una regulacion precisa entre la activacion y la
inhibicion de la protedlisis, pero en cancer este balance fisiologico parece ser

interrumpido (21, 22, 23, 24).
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Metaloproteasas de la matriz

La matriz extracelular (MEC) proporciona un marco estructural para soportar
células y mantener funciones celulares mediando interacciones célula-célula o
célula-MEC. La degradacion de los componentes de la matriz extracelular esta
mediada por enzimas proteoliticas llamadas metaloproteasas de la matriz
(MMP) (18). Existen muchas evidencias que apoyan la posibilidad que estas
proteinasas median muchos de los cambios del microambiente durante la
progresion tumoral. Estas enzimas regulan diversos procesos fisioldgicos y
eventos de sefalizacion y representan piezas clave en la comunicacion
molecular entre el tumor y el estroma (22, 23).

Las MMP son una familia de endopeptidasas zinc-dependientes que
participan en procesos como remodelacion de tejidos y desarrollo de érganos,
en procesos de regulacion, de inflamacion, en enfermedades como cancer,
artritis y enfermedades cardiovasculares. Esta familia se conforma por un
minimo de 24 enzimas que se catalégan por sus caracteristicas estructurales y
sus sustratos al que son afines (19).

Su estructura general contiene tres subdominios comunes en todas las
MMP, el dominio minimo comun contiene tres regiones principales: una
secuencia sefial amino terminal (Pre) a ser escindida por la peptidasa sefal
durante la entrada en el reticulo endoplasmico, un pro-dominio (Pro) que
contiene un grupo tiol (-SH) y un punto de corte de furina y el dominio catalitico

con un sitio de unién a zinc (Zn*).

Estructura de las MMP. Dominio minimo, regién hemopexina y region hinge (bisagra).
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Las MMP se mantienen como zimogeno inactivo debido a la interaccion del
grupo -SH del pro-dominio con el ion zinc del dominio catalitico, estas
proteasas necesitan ser activados para unirse a su sustrato.

El mecanismo de activacion del zimégeno involucra la ruptura de la
interaccion entre la cisteina conservada del pro-dominio y el zinc del sitio
catalitico, la activacion del zimogeno es mediada por proteasas intracelulares
tipo furina, las cuales reconocen el motivo furina (Fu) entre el pro-dominio y el
dominio catalitico. La mayoria de las MMP poseen una region tipo hemopexina,
un dominio compuesto por cuatro repetidos que semejan hemopexina y
contienen puentes disulfuro (S-S) entre el primer y ultimo subdominios, el cual
esta vinculado al dominio catalitico via la region bisagra (hinge). Las MMP
pueden ser secretadas o ancladas a la membrana, si son ancladas a la
membrana interviene un dominio transmembrana (TM) con un dominio
citoplasmatico (Cy) unidos a él, un glicosilfosfatidilinositol (GPI), o una sefal

amino-terminal de unién (SA) (19, 22).

La expresion de las MMP es regulada a tres niveles; nivel transcripcional,
activacion de la pro-enzima y por inhibicion de la actividad proteolitica por

inhibidores enddgenos de las metaloproteasas de matriz (20).

- Regulacion transcripcional: el control de la expresion génica y la secrecion de
las MMP es debido a una serie de citocinas inflamatorias (IL-13, IL-6), factores
de crecimiento como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
hormonas (esteroides) y promotores de tumor como el factor de necrosis
tumoral (TNF) .

- Activacion de la pro-enzima: las MMP se sintetizan como proenzimas latentes
gue requieren activacion. La activacion de las proenzimas esta mediada por la
interrupcidon de la interaccion cisteina-zinc y la eliminacion del propéptido. Los
principales mecanismos fisiolégicos para esta activacion son intracelulares por
medio de furina, mecanismos extracelulares por medio de otras MMP vy
activacion extracelular por agentes no proteoliticos como la plasmina,

inhibidores de plasmindgeno y especies reactivas de oxigeno.
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- Inhibidores enddgenos de las metaloproteasas de matriz: los inhibidores
tisulares de las metaloproteasas de matriz (TIMP) son los inhibidores mas
predominantes. Existen cuatro tipos de TIMP descritos, TIMP-1, TIMP-2, TIMP-
3y TIMP-4. Contienen dos dominios, el N-terminal y el C-terminal y de acuerdo
a su domino, se unen a las formas activas o latentes de las MMP en una
proporcion de 1:1 molecular, bloqueando el acceso de los sustratos al sitio
activo o uniéndose al dominio hemopexina. El balance de las concentraciones
relativas de las MMP y sus inhibidores activos determina la actividad

proteolitica.

Familia de las Metaloproteasas de matriz (MMP)

En base a su especificidad de sustrato, organizacion de dominio y su secuencia
homologa, las MMP se clasifican en seis grupos: colagenasas, gelatinasas,
estromelisinas, matrilisinas, tipo-membrana (MT-MMP) y otros tipos no

especificos (18, 19).

Colagenasas

Dentro de este grupo se incluyen la colagenasa-1 (MMP-1, colagenasa
intersticial), colagenasa-2 (MMP-8, colagenasa neutréfila) y colagenasa-3
(MMP-13). Se caracterizan por su capacidad de degradar las fibras mayores de
colageno, las cuales son las mas abundantes en los componentes estructurales
del tejido conectivo. Todas estas MMP degradan colageno tipo I, 1l y 11l en sitios
especificos, generando fragmentos N-terminal y C-terminal, que rapidamente
se desnaturalizan a temperatura ambiente y se vuelven susceptibles a la

degradacion por otras MMP.

Gelatinasas

Las gelatinasas tienen un dominio extra de fibronectina localizado dentro del
dominio catalitico y son muy eficientes en digerir colageno desnaturalizado o
gelatina. La MMP-2 degrada colageno, elastina, fibronectina y varias
guimiocina y activa a la proMMP-1 y proMMP-9. Es constitutivamente
expresada en muchas células y tiene funciones muy importantes en migracion

celular, inflamacién y metastasis. La MMP-9 contiene una secuencia tipo V tipo

13



colageno entre el dominio catalitico y el de hemopexina. Esta gelatinasa
degrada eficientemente colageno desnaturalizado, colageno tipo IV, V y Xl, asi

como elastina (18).

Estromelisinas

Las estromelisinas pueden digerir diferentes tipos de sustratos, incluyendo
proteoglicanos, fibronectina, laminina, caseina, gelatina, colageno (tipo IV, IX 'y
X), tenascina, vitronectina y decorita. La MMP-3 se expresa en células del
estroma durante el desarrollo de glandulas mamarias, también juega un papel
importante en enfermedades de hueso y cartilagos. La MMP-10 se ha

detectado en carcinomas, en tejido de cicatrizacion de heridas.

Matrilisinas
En este grupo se encuentran la MMP-7 y la MMP-26, estas metaloproteasas
carecen de la region hinge y del dominio hemopexina. La MMP-7 tiene una

amplia gama de sustratos incluyendo colageno tipo IV, laminina y entactina.

Tipo-membrana (MT-MMP)

Estas MMP son mediadoras importantes de la protedlisis pericelular, que
pueden modular diversas funciones, como la proliferaciébn, apoptosis,
diferenciacion y migracion. El grupo incluye cuatro enzimas transmembrana de
tipo I (MMP-14, -15, -16 y -24) y dos proteasas de glicosilfosfatidilinositol
ancladas (MMP-17 y -25). Todas las MT-MMP tienen un dominio de corte de

furina en el final del pro-péptido y por tanto se expresan en la forma activa (20).

Otros tipos de MMP

Por ultimo, este grupo se compone de MMP clasificadas juntas, en secuencia y
especificidad de sustrato en comparacion con los cinco grupos anteriores. La
enamelisina o MMP-20 esta dentro de este grupo y se ha sugerido que realiza
cortes de proteina de la matriz de esmalte, que son esenciales para la
eliminacion de proteinas durante la fase de maduracion del desarrollo del

esmalte (19).
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Antecedentes

Como ye se menciono previamente, la invasion tumoral y metastasis son las
principales causas para la progresion de diversos tipos de cancer y existe
evidencia que la expresion de las MMP esta relacionada a estos eventos, (18,
34,21, 24, 25).

Existen muchos estudios que muestran que la expresion y activacion de
las MMP, se ve incrementada en casi todos los tipos de cancer humanos, en
comparacion con tejido sano, sugiriendo que estas proteinas se ven
involucradas en estos eventos que son indispensables en la carcinogénesis
(35, 36).

Dentro de diversos estudios de expresion de estas proteinas, las mas
estudiadas han sido la MMP-2, -7 y -9 (37). Por lo tanto, es de vital importancia
conocer el papel de los otros tipos de MMP, por lo que este trabajo se enfoco
en el grupo de las colagenasas, por ser el tipo de MMP que en su mayoria
degradan colageno, siendo uno de los componentes principales de la matriz
extracelular (26, 27, 28, 29, 30).

En especifico el grupo de las colagenasas (MMP-1, -8 y -13) han sido
ampliamente estudiadas en diferentes tipos de tejidos y lineas celulares y se
han visto involucradas en diferentes tipos de carcinomas. En un trabajo
utilizando la sangre periférica y médula 6ésea de pacientes con cancer gastrico,
se analizaron los niveles del mRNA de la MMP-1, obteniendo diferencias de
expresion comparando con individuos sanos, infiriendo que la expresion del
MRNA en sangre periférica podria ser utii como marcador para metastasis
distante en cancer gastrico (26). Otro trabajo con resultados similares,
analizaron suero de pacientes con la misma neoplasia, utilizando la técnica de
ELISA, obteniendo un incremento en los niveles de la MMP-1 comparado con
individuos sanos (38). Asimismo evaluando los niveles de mRNA, en lineas
celulares de cancer colo-rectal, se observé que existe una sobreexpresion de la
MMP-13. Correlacionando estos resultados con los datos clinicopatoldgicos, se
sugiere que los pacientes que poseen una sobreexpresion de esta proteina,

tienen un mayor riesgo a una recaida post-operatoria, por lo que podria ser un

15



marcador pronostico potencial para pacientes con cancer colo-rectal (27). Otro
grupo, compartiendo resultados al trabajo previo, analizaron de igual forma los
niveles de expresion de la MMP-13 en pacientes con cancer colo-rectal, donde
se observé una mayor expresion en tejido tumoral que en tejido sano, asimismo
observaron una correlacion de esta expresion con metastasis hepatica,
concluyendo que la expresion génica de la MMP-13 es un predictor util de las
metastasis hepaticas en pacientes con cancer colo-rectal (39).

La técnica de microarreglos de cDNA también ha sido utilizada para el
estudio de las MMP, un grupo generé los perfiles de expresion génica de la
MMP-1 en dos lineas celulares de osteosarcoma. Los resultados obtenidos
sugieren que la MMP-1 juega un papel central en la invasion de osteosarcoma.
En consecuencia, la MMP-1 podria ser un biomarcador y una estrategia
terapéutica para los osteosarcomas invasivos (28). En otro trabajo, utilizando
esta misma técnica, se seleccionaron 371 genes sobreexpresados en
diferentes tipos de carcinoma de mama y se encontr0 que la MMP-13 se
sobreexpres6 en un 100% y se confirmé como una proteina secretada por
analisis de western blot, sugiriendo que esta proteina puede ser un buen
marcador para el diagnostico de cancer de mama (40).

Asimismo, existen otros trabajos donde se analizaron pacientes con
cancer de mama, utilizando la técnica de inmunohistoquimica. Obteniendo
como resultado un incremento en la expresion de la MMP-1 con respecto a
pacientes sin esta neoplasia (41). El grupo de Mannello (29), al analizar la
expresion de la MMP-1, sugiere que dicho incremento tiene una correlaciéon con
un pobre resultado clinico en pacientes con cancer de mama.

Por otro lado el papel que juega la MMP-8 en diferentes tipos de cancer
ya estudiados, es contrario al de las otras colagenasas. Se ha observado que
esta proteina, inhibe la invasibn o metastasis tumoral, por lo que actia
negativamente ante una neoplasia.

En un trabajo donde se estudiaron la MMP-1, -8 y -13, utilizando cultivos
celulares de osteosarcomas, se realizaron analisis de western blot,
inmunohistoquimica y PCR tiempo real. La expresion del mRNA fue mayor para
la MMP-13 en todos los cultivos celulares. En la prueba de western blot se

observo una gran expresion de la MMP-1 y -13 mientras que la MMP-8 no la
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mostro. En el andlisis de inmunohistoquimica se ve la localizacién de la MMP-1
y -13 en células del estroma mientras que la MMP-8 no se detecta en ninguna
linea celular. Por lo tanto los resultados muestran que las células producen la
MMP-1y -13 pero no la MMP-8 (30).

En otro estudio que tuvo como objetivo evaluar los niveles plasmaticos
de la MMP-1 y MMP-8 como marcadores diagndéstico y pronostico del cancer
de mama, utilizando la prueba de ELISA, los resultados sugieren que la MMP-8
puede afectar el comportamiento metastasico de las células de cancer de
mama a traves de la proteccion contra la metastasis de ganglios linfaticos (42).
Confirmando estos datos, un trabajo realizado en pacientes con cancer de
mama, revelo que la expresion de esta metaloproteasa se correlaciona con una
menor incidencia de metastasis en ganglios linfaticos y le confiere un buen
prondstico a las pacientes. Sobre esta base, se propone que la MMP-8 es un
factor de proteccion ante el tumor y que también tiene la capacidad de reducir

el potencial metastasico de células malignas en humanos (43).

Con los datos antes mencionados, se puede tener un panorama general del rol
de las colagenasas MMP-1, -8 y -13, en diferentes tipos de cancer, utilizando
multiples técnicas para su estudio. Asimismo existe evidencia, que la expresion
de las MMP esta relacionada con la progresion de tipos de cancer
ginecoldgicos, como por ejemplo el caso del cancer de endometrio (31, 44), el
carcinoma cervical (45) y el carcinoma de ovario (46). Sin embargo, s6lo pocos
miembros de las MMP han sido investigadas, en estos tipos de tejido.

Para Cancer de Ovario la MMP-2, -9 y -14 son las que se encuentran
entre las mas estudiadas como biomarcadores. La actividad de la MMP-9 en
tejidos fue significativamente mayor en el cancer de ovario avanzado, en
comparacion con los tumores benignos y se encontré que era un marcador de
mal prondstico (47). En otro estudio de cancer de ovario epitelial invasivo, la
alta expresion en el estroma de la MMP-9 y -14 fue significativamente
correlacionado con la progresion de cancer (48). También se ha reportado la

correlacion de la MMP-2 con la progresion del CaO (49).
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Sin embargo son pocos los estudios de estas proteasas en los diferentes
estadios del cancer de ovario, ya que la mayoria de estos trabajos se enfocan
solamente en los tumores malignos.

Con el fin de ampliar el conocimiento del rol de las MMP en Céancer de
Ovario, en este trabajo se analizo la expresion epitelial de las colagenasas
MMP-1, MMP-8 y MMP-13 en dos diferentes tipos de tumores epiteliales
(mucinosos y serosos), por ser los mas incidentes y agresivos y en sus
diferentes grupos (cistadenomas, limitrofes y carcinomas). Y con esto poder
establecer si se encuentran 0 no expresadas, 0 bien sobreexpresadas en tejido
sano de ovario, en lesiones no invasoras Yy lesiones malignas, para determinar
cual MMP es exclusiva de las lesiones analizadas y poder observar una
asociacion a la invasion y asi establecer, si hubiera, un patrén caracteristico
para estos tipos de tumores de ovario. De igual manera, sugerir la agresividad
que se puede presentar en cada tumor y poder efectuar en un futuro mejores

terapias o métodos prononostico y diagndésticos de esta neoplasia.
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El cancer de ovario es un problema de salud publica prioritario en México, ya
que se encuentra en los primeros tipos de cancer en mujeres, con una
incidencia y mortalidad importantes. Asimismo la etiologia de esta neoplasia no
Se conoce con certeza y no existen pruebas pronostico temprano, por lo cual es
de vital importancia su estudio.

Las metaloproteasas de matriz son una familia de endopeptidasas que
se han visto relacionadas de manera importante en los procesos de invasion y
metastasis. Existen varios trabajos donde sefialan una alta expresion de
algunas MMP en CaO, sin embargo no existen estudios del grupo de las
colagenasas en tumores mucinosos y serosos de ovario y sus diferentes tipos
(cistadenoma, limitrofe y carcinoma).

La correlacion entre la expresion de las MMP-1, -8 y -13 y el estadio de
los tumores de ovario podria tener un valor prondstico y/o diagnéstico,
asimismo establecer si existe progresion en el CaO por lo que este estudio

brindara mas informacion sobre la biologia de esta neoplasia.

19



¢Las colagenasas MMP-1, -8 y -13 se expresan en tejido sano y

lesiones de ovario?

¢,Habra diferencias de expresion de estas MMP entre tejido sano,

lesiones benignas y malignas?

¢ Habra diferencias en la expresion de las MMP-1, -8 y -13 en lesiones

benignas y malignas?
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Se encontrara una expresion epitelial basal de la MMP-1, -8 y -13 en
tejido sano de ovario y habra un incremento de dicha expresion en las

diferentes lesiones del ovario.

Existiran diferencias significativas en la expresion epitelial de las MMP

estudiadas, comparando el tejido sano con lesiones benignas y

malignas.

Se detectara una mayor expresion epitelial de la MMP-1, -8 y -13 en

lesiones malignas que en benignas.
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Objetivo general

Analizar la presencia de las colagenasas MMP-1, -8 y -13 en

epitelio sano de ovario y en tumores mucinosos Yy Serosos.

Objetivos especificos

Determinar la presencia de las colagenasas MMP-1, -8 y -13 en epitelio

sano de ovario.

Determinar la presencia de las colagenasas MMP-1, -8 y -13 en las
diferentes lesiones de ovario: cistadenomas, limitrofes y carcinomas, en

tumores mucinosos Y Serosos.

Realizar el andlisis de la expresion protéica de las colagenasas en

tejidos de ovario.
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A continuacion se muestra un diagrama de los pasos realizados en este

proyecto de investigacion:
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Colecta de las muestras

Las muestras se obtuvieron de los archivos de los Servicios de Patologia de los
hospitales: Hospital de Oncologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS,
Hospital de Ginecologia y Obstetricia No. 4 IMSS y Hospital General de México,
siguiendo los lineamientos de ética de cada hospital y con el consentimiento
informado de cada paciente.

Se colectaron 30 muestras de cistadenoma mucinoso, 15 muestras de
tumor limitrofe mucinoso y 15 muestras de carcinoma mucinoso, para los
tumores serosos se colectaron 30 muestras de cistadenoma, 30 muestras de
tumores limitrofes serosos, 30 muestras de carcinoma serosos, de igual forma
se colectaron 15 muestras de ovario sano, las cuales se obtuvieron de
ooforectomias e histerectomias. Los controles positivos utilizados fueron

muestras de diferentes tejidos (tumorales y tejido sano) (Tabla 1).

Cantidad y tipo de muestras colectadas.

Muestra Cantidad

Ovario sano 15

_I -
Cistadenomas 30
Tumores mucinosos Limitrofes 15
Carcinomas 15

_I -
Cistadenomas 30
Tumores Serosos Limitrofes 30
Carcinomas 30
Tejidos control 35
Total 200
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Criterios de Inclusion

- Paciente con diagnéstico definitivo de los diferentes tipos de tumores de
ovario (mucinosos, serosos).

- Pacientes con historial clinico accesible.

- Tener mas de 1 laminilla extra, para ser almacenada en su archivo clinico.

Criterios de exclusion
- Pacientes que no cumplan con los criterios de inclusion.

- Mujeres que hayan recibido tratamiento de quimioterapia y/o radioterapia.

Cortes histologicos

Ya obtenidas las muestras se realizaron cortes histologicos de 5um de
espesor, utilizando un microtomo marca Leica. Se colocaron los cortes de
parafina en agua a 60 °C con gelatina y se tomaron con un porta objetos

(laminillas para cada una).

Tincién de hematoxilina-eosina (Hy E)

Los cortes obtenidos, se desparafinaron a 60 °C durante 20 min, se incubaron
en xilol absoluto, se rehidrataron con alcoholes graduales (100, 90, 70, 30 %)
durante 5 minutos cada uno y al finalizar en H,O destilada, posteriormente se
tineron con Hematoxilina de Harris por 1 minuto, se enjuagaron con PBS 1X, se
tiferon en eosina por 30 segundos, se vir0 la reaccién con agua amoniacal y se
deshidrataron con alcoholes graduales (30, 70, 90 y 100 %). Por ultimo, se
virtié resina para cubrirlos con el cubreobjetos. Se observaron las laminillas en
un microscopio confocal (Leitz) y se localizé el area en donde se encontraba la
lesion, con la ayuda de un patologo; posteriormente se localizé la misma area

en los bloques de parafina.
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Construccion de los microarreglos de tejido (MAT)

Con el area seleccionada por los patélogos como representativa de la muestra
de los bloques de parafina, a partir de las tinciones H y E, se tomd un trozo de
muestra utilizando un aguja para toma de muestra de médula 6sea, con lo que
se obtuvo un cilindro que fue insertado en un bloque de parafina en blanco, que
previamente fue horadado con 25 perforaciones.

Una vez completado cada uno de los MAT, se adicioné un poco de
parafina liquida para que las muestras se fijaran en el bloque receptor,
Posteriormente, se realizaron los cortes histologicos de 5um de espesor, de
cada uno de los MAT construidos, siguiendo el mismo protocolo de corte ya
mencionado.

Se realizaron 2 arreglos para cada tipo de tumor los cuales se hicieron
por triplicado para evitar pérdida de tejido y optimizar la representacion de los

tumores (Fig. 4).

Microarreglos de tejido. a. MAT de ovario sano, b. Imagen de los MAT de todas las
muestras obtenidas, para cada tipo de tumor.
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Reacciones de Inmunohistoquimica

Las laminillas obtenidas de los cortes se utilizaron para realizar las reacciones
de inmunohistoquimica. Cada una de ellas contenia dos cortes (dos arreglos de
tejido por laminilla), para utilizar un corte como control negativo de reaccion.
Para realizar estas reacciones se utlizd6 el kit de inmunodeteccion
Raton/Conejo con el sistema Biotina-Estreptavidina-Peroxidasa (Mouse/Rabbit
HRP/DAB, Bio SB).

Se desparafinaron a 60 °C durante 20 min, se incubaron en xilol
absoluto por 15 minutos, posteriormente se rehidrataron los tejidos con
alcoholes graduales (100, 90, 70, 30 %) por 5 minutos en cada uno y por ultimo
se colocaron las laminillas en H,O destilada.

Ya hidratado el tejido, las laminillas se colocaron en una solucion para
la exposicion de antigenos (Trilogy 1X, Cell Marque), previamente calentada a
90 °C y se mantuvieron a esa temperatura durante 20 minutos. Posteriormente
se colocaron en PBS 1X y se colocaron en camaras humedas.

Se les coloc6 el blogueador de peroxidasa enddgena (ImmunoDetector
Peroxidase Protein Peroxidase Blocker), durante 15 minutos a temperatura
ambiente (TA). Al término se lavaron 3 veces en PBS 1X.

Se colocaron las laminillas de nuevo en las camaras humedas para
ser incubadas con el anticuerpo primario (MMP-1 ab52631, dilucion 1:250;
MMP-8 ab81286, dilucion 1:200; MMP-13 ab3208, dilucion 1:100). Se
mantuvieron a TA durante 1 hora y media. Se colocé anticuerpo primario
solamente a uno de los cortes de cada laminilla, para tener un control negativo
de reaccion y se pudiera corroborar la efectividad de la reaccion, obteniendo
una tincion azul sin que se observara el precipitado café como para los tejidos
donde se coloco el anticuerpo primario.

Al finalizar el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario se
lavaron los tejidos 3 veces en PBS 1X, para colocar el anticuerpo secundario
conjugado a Biotina (ImmunoDetector Biotin Link) durante 15 minutos a TA. Se
realizaron 2 lavados en PBS 1X al termino del tiempo y se les colocé la
Estreptavidina conjugada con peroxidasa para amplifiar la sefial de la reaccion

(ImmunoDetector HRP Label) también durante 15 minutos.
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Al finalizar el tiempo de incubacién se lavaron las laminillas en PBS 1X y se
realizd0 el revelado de la reaccion utilizando Diamino Bencidina
(ImmunoDetector DAB Chromogen/ ImmunoDetector DAB Buffer), durante 10-
20 segundos. Se contratifid con Hematoxilina de Harris y se vir0 la reaccidon con
agua amoniacal.

Se deshidrataron los tejidos con alcoholes graduales (30, 70, 90 y 100
%) un minuto por cada uno, posteriormente colocandolos en xilol absoluto. Por

altimo, se virti6 resina para cubrir las laminillas con el cubreobjetos.
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Analisis semi-cuantitativo

El analisis de los MAT se realizO por microscopia confocal (Olympus
Microscope) a un objetivo de 40x. Los resultados de la inmunohistoquimica
fueron calificados por cuatro observadores, la discordancia entre ellos no

excedio el 5%.

Anélisis estadistico

La reacciones de inmunohistoquimica fueron analizadas por el HSCORE
(32). El cual se obtuvo mediante la multiplicacion de la intensidad de la
reaccion por el porcentaje de células tefiidas. La intensidad de la reaccion se
calific6 en una escala de 4 puntos: 0, no hubo reaccion; 1, reaccion leve; 2,
moderada; 3, intensa, esto se realizé para cada tipo de tumor. De igual forma
se realiz0 la evaluacion para determinar el porcentaje de células que
presentaba cada reaccion (0-100%). Con los datos obtenidos de cada
evaluador se obtuvo la moda para obtener un solo valor para cada muestra. Es
importante mencionar que le numero minimo de muestras a utilizar en el
analisis fue de 5 muestras.

Ya obtenido el HSCORE se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA) con
la prueba de Tukey, para observar la diferencia significativa entre los grupos.
Utilizando el programa estadistico Prism 5 GraphPad. Los valores de p fueron <

0.05 para considerarlos significativamente diferentes.
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Colecta de muestras

Como se menciond previamente, se colectaron un total de 200 muestras, que
incluyeron: tejido sano de ovario, tumores mucinosos y serosos (cistadenomas,
limitrofes y carcinomas) y tejidos control. Sin embargo es importante mencionar
que durante el proceso de andlisis histopatologico llevado a cabo por los
patologos se descartaron muestras por no cumplir con los criterios de calidad.

Asimismo, durante el proceso de cortes histologicos y reacciones
de inmunohistoquimica se fueron perdiendo muestras, ya que estos procesos
son un tanto agresivos para los tejidos.

Por lo tanto se analizaron un nimero menor de muestras a las

colectadas y el nimero de muestras analizadas por cada MMP varia (Tabla 2).

Cantidad y tipo de muestras analizadas.
Muestra Cantidad

MMP-1 MMP-8 MMP-13

Ovario sano 7 5 7
Cistadenomas 23 26 23
, Limitrofes 6 8 16

Tumores mucinosos
Carcinomas 2 4 4
Cistadenomas 22 20 13
Tumores serosos Limitrofes 26 29 28
Carcinomas 22 26 29
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Tejidos de ovario con tinciones hematoxilinay eosina (Hy E)

Las lesiones de ovario se identificaron en los cortes histologicos tefiidos con H
y E en donde se clasificaron como: cistadenoma seroso, tumor limitrofe seroso
y carcinoma seroso (Fig. 5), lo mismo se realizé para los tumores mucinosos.
Para las muestras de ovario sano, se observo un epitelio simple que iba de
aplanado a cilindrico (Fig. 5A), para los cistadenomas, el epitelio se observo
como cilindrico, en algunas ocasiones ciliado y se encontraba como una
inclusion dentro del tejido estromatico (Fig. 5B), para los tumores serosos
limitrofes se observé una mayor proliferacion celular, mostrando un epitelio
pseudoestratificado, pero sin invasion al estroma (Fig. 5C) y para los
carcinomas, en general se observo que las células neoplascas ya invadian al

tejido estromatico (Fig. 5D).

-~

Cortes histologicos de tejidos de ovario. A. Sano, B. cistadenoma seroso, C. tumor
limitrofe seroso y D. carcinoma seroso. La histomorfologia celular asi como la capacidad
proliferativa es diferente entre los diferentes tipos de muestras (aumento de 200x). Se buscé la
zona de interés (células encerradas en dvalos) para la construccion de los MAT.
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Reacciones de inmunohistoquimica

De acuerdo a los criterios de evaluacion de la reaccién de inmunorreactividad,

las muestras fueron analizadas para cada una de las MMP:

Expresion de la colagenasa MMP-1 en tumores mucinosos de ovario

Para los tumores mucinosos de ovario se analizaron un total de 38 muestras
distribuidas en los diferentes grupos (Tabla 3). Cabe mencionar que para el
grupo de carcinomas mucinosos, solo se obtuvieron 2 muestras por lo que se

descartaron del analisis estadistico.

NUmero de muestras con expresién de la colagenasa MMP-1, en tumores mucinosos
de ovario asi como tejido sano.

y Grupo
Reaccion Sano Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
mucinoso mucinoso mucinoso
Negativa - 0 0 1 0
Positiva + 3 8 4 2
leve
Positiva ++ 4 8 1 0
media
Positiva +++ 0 7 0 0
intensa
Total de muestras 7 23 6 2

Identificacion de la expresion de la MMP-1 en ovario. Reacciones representativas de
la MMP-1 en tejidos de ovario, (A) tejido sano, (B) cistadenoma mucinoso, (C) limitrofe
mucinoso y (D) carcinoma mucinoso.
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En la figura 6 se muestran fotografias de los cortes de los microarreglos de
tejido, tomadas posteriormente a la realizacibn de las reacciones de
inmunohistoquimica, utilizando un zoom de 40x. Para el tejido sano (Fig. 6A)
se observa una tincion leve homogénea, mientras que para el cistadenoma
mucinoso (Fig. 6B) la tincion es mas intensa, sin embargo en los tumores
limitrofes y carcinomas (Fig. 6C y D) se observa un decremento en dicha

coloracion.
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Expresion de la proteina MMP-1 en tumores mucinosos de ovario, =p< 0.05.

Para los tumores mucinosos podemos observar un comportamiento similar
entre los cistadenomas y el tejido sano, por lo que no existen diferencias
significativas si comparamos estos 2 grupos entre si (Gréafica 2). Asimismo,
realizando el andlisis de ANOVA con la prueba de Tukey obtenemos que no
existen diferencias significativas entre el tejido sano con las lesiones limitrofes,
de igual forma si se compara el grupo de los cistadenomas con los tumores
limitrofes no hay cambios significativos en la expresion de la MMP-1, infiriendo
que esta colagenasa no se ve modificada en el proceso de carcinogénesis en

ovario para tumores mucinosos.
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Expresion de la colagenasa MMP-1 en tumores serosos de ovario

Se analizaron un total de 77 muestras distribuidas en los diferentes grupos

(Tabla 4), para los tumores serosos de ovario.

Numero de muestras con expresion de la colagenasa MMP-1, en tumores serosos de
ovario asi como tejido sano.

. Grupo
Reaccion Sano Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
Seroso Seroso Seroso
Negativa - 0 0 0 1
Positiva + 3 1 7 2
leve
Positiva ++ 4 7 8 8
media
Positiva +++ 0 14 11 11
intensa
Total de muestras 7 22 26 22

Identificacion de la expresion de la MMP-1 en ovario. Reacciones representativas de
la MMP-1 en tejidos de ovario, (A) tejido sano, (B) cistadenoma seroso, (C) limitrofe seroso y
(D) carcinoma seroso. Zoom 40x.

En la figura 7 se muestran fotografias de los cortes de los microarreglos de
tejido de tumores serosos. Para el tejido sano (Fig. 7A) se observa una tincion
leve homogénea a lo largo del epitelio, mientras que para el cistadenoma
seroso (Fig. 7B) la tincidbn es mas intensa comparado con el epitelio sano, sin
embargo en el carcinoma la reaccion se observa mucho mas intensa
comparado con el tejido sano o los cistadenomas, mientras que las lesiones

limitrofes (Fig. 7C) la reaccion es muy leve o casi nula.
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Expresion de la proteina MMP-1 en tumores serosos de ovario, *p< 0.05 vs. sano.

En la proteina MMP-1 se observo que existe una diferencia significativa para
los tumores benignos (cistadenomas) comparados con el tejido sin lesion,
asimismo hay un aumento en la expresion tanto para las lesiones limitrofes
como los carcinomas, contrastandolos con los tejidos sin neoplasia, pero
estadisticamente no existen diferencias significativas. Sin embargo se observa
una pequena disminucion para estos dos estadios (limitrofe y carcinoma)

comparandolos con el cistadenoma seroso (Grafica 3).
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Expresion de la colagenasa MMP-8 en tumores mucinosos de ovario

Para los tumores mucinosos de ovario se analizaron un total de 43 muestras
distribuidas en los diferentes grupos (Tabla 5). Cabe mencionar que para el
grupo de carcinomas mucinosos, solo se obtuvieron 3 muestras por lo que se

descartaron del analisis estadistico.

NUmero de muestras con expresién de la colagenasa MMP-8, en tumores mucinosos
de ovario asi como tejido sano.

. Grupo
Reaccion Sano Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
mucinoso mucinoso mucinoso
Negativa - 0 9 6 2
Positiva + 2 15 2 2
leve
Positiva ++ 3 2 0 0
media
Positiva +++ 0 0 0 0
intensa
Total de muestras 5 26 8 4

Identificacion de la expresion de la MMP-8 en ovario. Reacciones representativas de
la MMP-8 en tejidos de ovario, (A) tejido sano, (B) cistadenoma mucinoso, (C) limitrofe
mucinoso y (D) carcinoma mucinoso. Zoom 40x.

La expresion de la colagenasa MMP-8 en tejido sano de ovario (Fig. 8A) se
observa como una reaccidon homogénea a nivel epitelial con una intensidad leve
a media, comparando las imagenes con los tumores mucinosos de ovario se

observa un decremento en la coloraciéon de la reaccion (Fig. 8 B, Cy D).
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Los tumores mucinosos de ovario muestran un decremento significativo en la
expresion de la MMP-8 comparado con el tejido sano de ovario.

Asimismo, los cistadenomas mucinosos presentan poca expresion de la
colagenasa comparandolo con el tejido sin lesidon habiendo diferencias
significativas. De igual forma se observa una disminucién en la expresion de la
MMP-8 en tumores limitrofes comparado con el tejido sano. Al comparar el
grupo de los cistadenomas con el grupo limitrofe se observan cambios

significativos (Gréfica 4).
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Expresion de la colagenasa MMP-8 en tumores serosos de ovario

Para los tumores serosos de ovario se analizaron un total de 80 muestras

distribuidas en los diferentes grupos (Tabla 6).

Numero de muestras con expresion de la colagenasa MMP-8, en tumores serosos de
ovario asi como tejido sano.

. Grupo
Reaccion Sano Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
Seroso Seroso Seroso
Negativa - 0 2 9 6
Positiva + 2 6 20 17
leve
Positiva ++ 3 9 0 3
media
Positiva +++ 0 3 0 0
intensa
Total de muestras 5 20 29 26

Identificacion de la expresion de la MMP-8 en ovario. Reacciones representativas de
la MMP-8 en tejidos de ovario, (A) tejido sano, (B) cistadenoma seroso, (C) limitrofe seroso y
(D) carcinoma seroso. Zoom 40x.

La expresion de la MMP-8 en cistadenomas serosos es similar al tejido sano
(Fig. 9A y B), mostrando una reaccion media. Mientras que las muestras de
lesiones limitrofes como carcinomas (Fig. 9C y D) el color de la reaccion es
mas leve por lo que sugiere una menor expresion de dicha colagenasa en

estos tipos de tumores.
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En la evaluacion de la metaloproteasa MMP-8 en tumores serosos de ovario se
observa un comportamiento similar en el tejido sin lesibn como en el
cistadenoma seroso, ya que no existen diferencias significativas en la
expresion. Mientras que para las lesiones limitrofes hay un decremento en la
expresion, comparado con el tejido sano y los cistadenomas, asimismo el
carcinoma seroso se observa dicha disminucion, comparandolos con dichos

grupos (Grafica 5).
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Expresion de la colagenasa MMP-13 en tumores mucinosos de ovario

Para los tumores mucinosos de ovario se analizaron un total de 50 muestras
distribuidas en los diferentes grupos (Tabla 7). Cabe mencionar que para el
grupo de carcinomas mucinosos, solo se obtuvieron 4 muestras por lo que se

descartaron del analisis estadistico.

Numero de muestras con expresion de la colagenasa MMP-13, en tumores mucinosos
de ovario asi como tejido sano.

. Grupo
Reaccion Sano Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
mucinoso mucinoso mucinoso
Negativa - 1 17 10 2
Positiva + 5 5 6 2
leve
Positiva ++ 1 1 0 0
media
Positiva +++ 0 0 0 0
intensa
Total de muestras 7 23 16 4

Identificacion de la expresion de la MMP-13 en ovario. Reacciones representativas
de la MMP-13 en tejidos de ovario, (A) tejido sano, (B) cistadenoma mucinoso, (C) limitrofe
mucinoso y (D) carcinoma mucinoso. Zoom 40x.

Los tumores mucinosos de ovario muestran poca intensidad en la reaccion,
tanto para los cistadenomas, como limitrofes y carcinomas (Fig. 10B, C y D),
esto comparado con el tejido sano (Fig. 10A), en donde se observa una

coloracién mas oscura en las células del epitelio.
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La expresion de la colagenasa MMP-13 en tumores mucinosos de ovario, se
observa una disminucion en la expresion para el grupo de cistadenoma
mucinosos Y limitrofe mucinosos, sin embargo, realizando el analisis estadistico

no muestran cambios significativos comparados con el tejido sano (Grafica 6).
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Expresion de la colagenasa MMP-13 en tumores serosos de ovario

Para los tumores serosos de ovario se analizaron un total de 77 muestras

distribuidas en los diferentes grupos (Tabla 8).

Numero de muestras con expresion de la colagenasa MMP-13, en tumores serosos de
ovario asi como tejido sano.

. Grupo
Reaccion Sano Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
Seroso Seroso Seroso
Negativa - 1 2 15 3
Positiva + 5 1 12 21
leve
Positiva ++ 1 4 1 5
media
Positiva +++ 0 6 0 0
intensa
Total de muestras 7 13 28 29

Identificacion de la expresion de la MMP-13 en ovario. Reacciones representativas
de la MMP-13 en tejidos de ovario, (A) tejido sano, (B) cistadenoma seroso, (C) limitrofe seroso
y (D) carcinoma seroso. Zoom 40x.

La expresion de la MMP-13 en tejido sano es media (Fig. 11A), sin embargo al
comparar la intensidad de la reaccion con los cistadenomas se observa un
incremento en la coloracion (Fig. 11B).

Para el grupo de las lesiones limitrofes (Fig. 11C), la reaccion se ve
disminuida en coloracion con respecto al grupo de tejido sano y cistadenomas.

Mientras que el grupo de los carcinomas (Fig. 11D) existe una tincion leve y

homogénea.
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La expresion de la MMP-13 para los cistadenomas serosos muestran cambios

significativos comparados con el tejido de ovario sano. Los grupos limitrofes y

carcinomas muestran un decremento significativo con respecto al grupo de los

cistadenomas, sin embargo no hay cambios significativos con respecto al tejido

sano (Gréfica 7).

La expresion de las tres MMP estudiadas en este trabajo, se encuentra dada en

sus medias (xDS) de los tumores epiteliales de ovario (mucinosos y serosos)

cada uno con sus grupos (Tabla 9).

Expresion (mediazDS) de las MMP en tumores de ovario. #p< 0.05 vs. sano. ¢ ps< vs.

cistadenoma

Tumores mucinosos

Tumores serosos

Cistadenoma Limitrofe Cistadenoma Limitrofe Carcinoma
MMP-1 76.37+52.25 28.42+36.59 £121.9+37.71 96.67+50.90 96.50+48.38
MMP-8 *33.29+29.94 *¢ 4.125+5.786 56.63+44.18 *¢ 27.55+21.26  *¢ 29.19+23.99
MMP-13 11.91+25.81 10.06+13.16 %88.96+53.36 ¢ 18.59+25.83 ¢ 37.36+29.17
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En el presente trabajo se detectd la expresion de las colagenasas MMP-1,
MMP-8 y MMP-13, en tumores epiteliales de ovario (mucinosos y serosos),
mediante reaccion de inmunohistoquimica.

Las principales observaciones de este trabajo, demostraron que las MMP
estudiadas se expresan diferencialmente entre si en tejido de ovario con y sin
lesion, por lo que existe una heterogeneidad en la expresion entre los dos tipos
histoldgicos y los grupos analizados. Ademas, la expresion epitelial de las MMP
estudiadas, fue mayor en tumores serosos que mucinosos, esto es similar a lo
anteriormente descrito, donde se observa que la expresion de la MMP-2, -7 y -
9, en lesiones de ovario, difiere entre tumores mucinosos y serosos (50). Se
cree gue los tumores mucinosos surgen del epitelio de los ductos de Miuller
mientras que los tumores serosos se originan del epitelio que recubre la
superficie del ovario o por invaginaciones de la superficie del epitelio hacia el
estroma ovarico, por lo que pudiera ser lo que genere esta diferencia en la

expresion de dichos tumores.

La expresion de las colagenasas en tumores mucinosos no se ve alterada para
la MMP-1 y -13 en ninguno de los grupos (cistadenomas, limitrofes y
carcinomas). Estos datos son similares a un trabajo realizado en el 2008 en el
cual se analizo la expresion de las MMP-2, MMP-7 y MMP-9 donde obtuvieron
una expresion homogénea de estas MMP en tumores mucinosos de ovario
(32). Sin embargo la expresion de la MMP-1 en otros tipos de cancer, muestra
una sobreexpresion comparandola con tejido sano, como por ejemplo en
cancer gastrico, osteosarcoma y cancer de mama (26, 28, 29, 41). De igual
forma la MMP-13 se sobreexpresa en cancer de mama y cancer colo-rectal (27,
40), por lo que su comportamiento en tumores mucinosos difiere a lo descrito
para otros tejidos con neoplasia. ElI que exista una menor o no haya cambios
en la expresion de la MMP-1 y -13 en lesiones de ovario podria sugerir que
estas dos MMP, no se encuentran participando en el proceso carcinogénico en

las lesiones mucinosas del ovario.
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La expresion epitelial de la MMP-8 muestra una alteracion significativa, ya que
se observa un decremento en las lesiones benignas y en los tumores limitrofes
de ovario. Como se mencion0 en los antecedentes, se ha reportado que la
MMP-8 juega un papel contrario a las otras dos colagenasas, su expresion en
cultivos celulares de osteosarcoma es nula comparandola con la MMP-1 y
MMP-13 (30), de igual forma en estudios de cancer de mama han demostrado
un papel de proteccion de la MMP para esta neoplasia (42). Por lo que
nuestros datos son similares a los ya descritos para esta colagenasa.

Para los tumores mucinosos de ovario, no fue posible integrar el grupo de
los carcinomas al andlisis estadistico, ya que no se obtuvieron las muestras
suficientes. Sin embargo, al observar el HSCORE de estas muestras se puede
mencionar su tendencia. Para ninguna de las tres colagenasas estudiadas

existio un incremento en la expresion en estas lesiones invasoras.

En cuanto a la expresion de las MMP en tumores serosos de ovario, se
muestra un patron diferente al de los tumores mucinosos. Mientras que en los
tumores mucinosos se observa un decremento en las lesiones benignas, para
los tumores serosos existe un claro incremento.

La expresion de la MMP-1 y -13, en cistadenomas serosos, muestran un
incremento en los niveles de expresion. Nuestros datos son similares al trabajo
de Qi Cai, et al., (51), donde encontraron que la MMP-2 se expresa mas
frecuentemente en tumores benignos que en carcinomas bien establecidos,
ademas que la MMP-2 se expresaba con mayor frecuencia en lineas celulares
de ovario sano y se veia muy reducida o nula la expresion en células
tumorales. No es posible comparar nuestros datos con otros publicados, ya que
no existen trabajos de estas colagenasas en lesiones benignas del ovario, por
lo que estos resultados son de gran importancia para el estudio de esta
neoplasia, sin embargo es importante realizar otras técnicas de deteccion, asi
como incrementar el numero de casos estudiados, para poder validar
completamente estos datos.

Por lo tanto, con nuestros resultados, se puede sugerir que el incremento
en la expresion epitelial de la MMP-1y -13, se ve asociada a lesiones benignas

y posiblemente pudieran servir como apoyo en una potencial prueba
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diagnéstica de cistadenomas serosos de ovario.

En el analisis de expresion de la MMP-13, se distingue una disminucion para el
grupo de los tumores limitrofes y los carcinomas, esto comparandolo con el
grupo de cistadenomas. En un estudio, se observo un patrén similar a nuestros
datos, ya que obtuvieron una menor expresion epitelial de la MMP-7 en
lesiones invasoras que en cistadenomas y limitrofes (32), por lo tanto, se puede
proponer que esta colagenasa no participa en procesos de invasion en ovario,
sin embargo si se asocia a procesos proliferativos ya que se ve
sobreexpresada en lesiones benignas serosas del ovario. Como ya se
mencionod previamente, estas proteinas se ven reguladas a diferentes niveles,
dentro de estos se encuentran los TIMP, por lo que seria primordial el estudio
de estos inhibidores, para observar su participacion en estas lesiones, ya que

se sabe que los TIMP son inhibidores de las actividades de las MMP.

La MMP-8 muestra un patrén diferente a estas dos colagenasas ya
mencionadas. La expresion de esta MMP se ve disminuida para los tumores
limitrofes y los carcinomas, comparandolo con el tejido sano. Sin embargo,
estos dos grupos también muestran una diferencia significativa con respecto al
grupo de los cistadenomas, mostrando un abatimiento en su expresion.

Como ya se menciond previamente, se ha reportado que miembros de la
familia de las MMP pueden promover o inhibir el desarrollo del cancer, por lo
qgue una sola MMP puede actuar positivamente (promoviendo) o negativamente
(inhibiendo) la progresion tumoral, dependiendo entre otros factores, la etapa
del tumor, sitio tumoral (primario, metastasis), localizacion de la enzima (tumor
vs. estroma) y el perfil del sustrato (54). Por lo que se podria inferir que el
decremento de la expresion epitelial de la MMP-8 en los tumores limitrofes o
carcinomas, tanto para tumores mucinosos como Sserosos de ovario, podria
estar actuando “negativamente”. Estos datos se pueden comparar con los ya
descritos, corroborando asi, que esta colagenasa en particular actua de
manera contraria a la MMP-1 y MMP-13. Asimismo se puede sugerir que el
decremento de la expresion de esta proteina se asocia con la aparicion de la

lesion invasora. Esta informacion estaria apoyando que la ausencia de esta
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MMP puede ser un dato clave para la caracterizacion de las lesiones limitrofes

y carcinomas, en los tumores serosos de ovario.

Finalmente, con estos datos se puede inferir que no existe alteracion en la
expresion de MMP-1 y -13 en tumores mucinosos en las lesiones benignas ni
limitrofes. De igual forma para los tumores serosos, no existe una alteracion en
la expresion para la MMP-1 en dichos estadios. Mientras que en cistadenomas
serosos, la MMP-1 y -13 podrian utilizarse como un posible marcador
diagnéstico para determinar la existencia de estas lesiones en mujeres, que se
encuentren en riesgo de esta enfermedad por diversos factores como la edad
avanzada, molestias fisicas, historia familiar o de la misma paciente con cancer
de mama o colon.

Es importante mencionar que las metaloproteasas de matriz no solo
contribuyen en el crecimiento del tumor mediante la degradacion de la matriz
extracelular, si no que juegan muchos otros papeles en la progresion del
cancer, como la liberacion de factores de crecimiento (ej. VEGF), promoviendo
el escape inmune o induciendo sefiales de transduccion, regulando la
expresion génica de este modo, de igual forma interactuando y/o activando
receptores y moléculas a nivel membrana, etc. Por lo que las MMP se han
convertido en moléculas clave que participan tanto en el crecimiento local como
en el desarrollo o metastasis en una variedad de tumores, con multiples
mecanismos (52, 53). Existe una gran cantidad de trabajos que demuestran,
gue las MMP se encuentran presentes en muchos procesos biologicos, tanto
como en procesos patoldgicos. Sin embargo, aun es necesario el estudio de su
participacion en el desarrollo del cancer.

Con los datos presentados en este trabajo, se reafirma que estas
proteinas se encuentran en procesos carcinogénicos, sin embargo es
necesario realizar otros estudios para poder establecer con certeza la
participacion de estas MMP en el proceso de carcinogénesis y asi poder
confirmar si la MMP-1 y MMP-13, podrian ser utilizadas como marcadores de
lesiones benignas. Asimismo establecer y comprender el papel de la MMP-8 en
los diferentes tipos de lesiones en el ovario (cistadenomas, limitrofes y

carcinomas), tanto de los tumores mucinosos como Serosos.
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La MMP-1, MMP-8 y MMP-13 se expresan en epitelio sano de ovario, en

tumores mucinosos y en tumores serosos.

Los tumores serosos presentan mayor expresion epitelial, de las

colagenasas, que los tumores mucinosos de ovario.

La expresion epitelial de las colagenasas estudiadas, aparentemente, no

se encuentran asociadas en la progresion del Cancer de Ovario.

La sobreexpresion de la MMP-1 y -13, se ve implicada en lesiones

benignas serosas de ovario.

Existe pérdida de la expresion de la MMP-8 en lesiones invasoras.
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