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I. INTRODUCCION

A) EL OVARIO
1.- Anatomia del ovario

Los ovarios son las gonadas femeninas los cuales son 6rganos pares que se
encuentran situados en la pelvis. Estan localizados hacia adelante del recto y en forma
lateral al mismo. En mujeres nuliparas los ovarios presentan un color blanco rosado con
forma ovoide y superficie irregular por el desarrollo de los foliculos, miden
aproximadamente en centimetros de 2.5 a 4.5 de largo, 2 de ancho y de 0.5 a 1 de
espesor. Su tamafo varia de acuerdo con la edad y etapa reproductiva en la que se
encuentra la mujer. Las variaciones en la dimension son resultado de la produccién
endoégena de hormonas, que es diferente con la edad y en cada ciclo menstrual. En la
mujer post-menopausica el tamafio disminuye llegando a medir un cuarto del tamafio de
los ovarios de una mujer en etapa fértil (1). Los ovarios estan fijos a la cavidad pélvica por
la accion de cuatro ligamentos, uno de ellos lo fija a la pared lumbo-pelviana y los tres
restantes a otros Organos genitales internos y son los siguientes: 1) el ligamento
suspensorio del ovario, también llamado infundibulo-pélvico es el medio de fijacion mas
importante del ovario, el cual estd formado por fibras conjuntivomusculares, los vasos
principales y una envoltura peritoneal que lo fija a la fosa iliaca y al mismo tiempo a la
trompa uterina, 2) el mesosalpinx se extiende desde el borde mesovarico, al infundibulo
de la trompa uterina, asegurando un contacto entre la trompa uterina y el ovario, este es
un ligamento de coaptacion y no de sostén, 3) el ligamento propio del ovario (Utero-
ovarico) asegura la orientacién del ovario, une el borde anterior del ovario con el angulo
del Gtero, asi este ligamento se inserta por detras y por encima de la trompa uterina al
ovario y finalmente 4) el mesovario esta formado por la hoja peritoneal posterior del

ligamento ancho, con el cual une al ovario (1) (Figura 1).
2.- Histologia del ovario

El ovario esta formado por dos regiones, la medular y la cortical, las cuales se
pueden observar en un corte sagital de este 6rgano (Figura 1). La region medular o
médula, es la region situada en el centro del ovario y esta formada por tejido conectivo
laxo, vasos sanguineos, vasos linfaticos y nervios. La region cortical o corteza, esta

ubicada en la periferia del ovario y por lo tanto rodea a la médula. La corteza contiene a



los foliculos ovéricos en diferentes etapas de desarrollo y un estroma que rodea a los
foliculos en donde se encuentran células musculares lisas dispersas. Directamente sobre
la corteza se encuentra la tunica albuginea, una cépsula de tejido conectivo denso
irregular cubierta por una capa de mesotelio simple, el cual es conocido como epitelio de
la superficie ovarica (ESO) (Figura 1) (2).
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Figura 1. Forma anatémica del ovario y su relacién con el Gtero y la trompa de falopio (A). Corte sagital del
ovario, en donde se identifican el Epitelio de Superficie Ovarica (ESO), las regiones cortical y medular, la
arteria y vena en el hilio ovarico, los foliculos primordial, primario y secundario, la liberacién del ovocito
secundario (ovulacién) y la formacién del cuerpo liteo después de ocurrir la ovulacion (B). Corte histologico
del ovario, en donde se muestra la regién cortical y los foliculos primordial, primario y secundario (C). Tomada
y modificada de Latarjet, M y cols. 2008 (1).
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3.- Funciones del ovario

Los ovarios tienen dos funciones fundamentales. La primera de ellas es la
gametogeénesis, que consiste en la produccion de gametos femeninos u 6vulos los cuales
estan aptos para ser fertilizados. La segunda funcién, también llamada funcién enddcrina,
es la secrecion de hormonas esteroideas: estrogenos y progesterona. Ambas hormonas
son necesarias para preparar el tracto reproductor femenino para la fertilizacion y el

mantenimiento del embarazo (3).

Desde el comienzo de la pubertad y hasta la menopausia, el ovario produce una
serie de secreciones hormonales ciclicas que mediante su accién sobre varios Grganos
del cuerpo femenino, daran lugar al ciclo menstrual. El ciclo menstrual, se considera un
conjunto de cambios hormonales asociados a la maduracion de un foliculo hasta producir
el 6vulo. Este ciclo dura alrededor de 28 dias y consta de dos fases. La fase preovulatoria
o folicular que abarca los primeros 14 dias del ciclo y en ella se produce el crecimiento y
maduracion de un foliculo, inicia desde el primer dia de la menstruacién (descamacion del
endometrio que se manifiesta como hemorragia) hasta el dia de la ovulacién. Posterior a
la ovulacion se encuentra la fase luteinica o latea, esta fase termina el dia antes del
primer dia del ciclo siguiente y en ella el endometrio es preparado para permitir la
implantacion del embridn en caso de haber ocurrido fecundacién. Si no hay embarazo, se
produce la descamacién del endometrio. La regulacién del ciclo menstrual esta dada por
la integracion de sefiales estimuladoras e inhibidoras dentro de circuito denominado eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario encargado del control de la funcion ovérica que es llevado a
cabo principalmente por las hormonas gonadotrépicas hipofisarias que incluyen a la

Hormona Foliculo Estimulante (FSH) y la Hormona Luteinizante (LH) (4).
4.- Epitelio de superficie ovéarica (ESO)

El epitelio de superficie ovéarica (ESO) surge en una etapa temprana del desarrollo
embrionario a partir del epitelio de origen mesodérmico que recubre al ovario y esta
constituido por una capa simple de células que varian desde el epitelio escamoso al
epitelio cuboidal. El epitelio celomico del cual proviene o deriva el ESO durante el
desarrollo produce una invaginacion lateral para formar el conducto paramesonéfrico (del
gue derivan los epitelios del oviducto, endometrial y cervical llamados también epitelios
mullerianos). El epitelio celomico mesodérmico es considerado un epitelio pluripotencial

gue experimenta numerosos cambios durante el desarrollo prenatal y puede dar lugar a



varios tejidos epiteliales, esta relacion entre el origen embrionario del ESO y las
estructuras mudllerianas podria explicar por qué en ciertos tumores de ovario el ESO
adquiere la morfologia y las caracteristicas funcionales de los epitelios millerianos, ya
que los tumores epiteliales serosos presentan caracteristicas morfolégicas similares a las
trompas de falopio, los tumores mucinosos al endocervix y finalmente los tumores de tipo

endometroide y de células claras se asemejan al endometrio (5, 6)

El ESO se encuentra inmediato a la tanica albuginea del cual se separa por su
lamina basal, apicalmente su superficie es continua al mesotelio del mesovario; sin
embargo, se distingue de este Ultimo por la presencia de microvellosidades y cilios,
ademas de la ausencia de la expresion del antigeno CA-125, principal marcador tumoral
del cancer epitelial de ovario. EI ESO cuenta con la presencia de proteinas tales como
integrinas y cadherinas las cuales ayudan a mantener la organizacion en monocapa. En
respuesta a los estimulos ambientales, el ESO posee la capacidad de diferenciarse hacia
dos tipos celulares, el estromal y el epitelial, tiene ademas la caracteristica de ser un
mesotelio no comprometido por que expresa proteinas tipicas de células epiteliales, tales
como las queratinas 7, 8, 18 y 19, posee marcadores mesoteliales como la 17[3-
hidroxiesteroide deshidrogenasa y el antigeno de mucina (MUCI), y también tiene
marcadores mesénquimales como la vimentina, la a-actina y la cadherina N. Dichas
caracteristicas confieren la habilidad de efectuar las transiciones epitelio-mesénquima
(EMT) y meséquima—epitelio (MET) como mecanismos que le permiten moverse durante
el proceso de regeneracion para reparar la herida después de un dafio ocasionado por
ruptura folicular. Es decir, una vez ocurrida la ovulacion, la superficie del ovario dafiada es
reparada completamente, el epitelio alrededor de la herida prolifera y secreta matriz
extracelular similar a la de fibroblastos, cambia su morfologia hacia un estado
mesénquimal alterando la expresion de moléculas de adhesién y convirtiéndose en
células con un fenotipo migratorio realizando asi la EMT. Finalmente, las células retornan
a su estado epitelial para cerrar la herida, realizando asi la MET. Existe la teoria de que
cuando el ESO disminuye la capacidad para producir EMT puede transformarse hacia
fenotipos epiteliales complejos, lo cual pudiera ocasionar una deformacion metaplasica y

posteriormente una transformacion maligna (7, 8).

Finalmente una de las funciones importantes del ESO es su capacidad de secretar
y transportar sustancias tales como hormonas, factores de crecimiento y citocinas, las

cuales estan involucradas en su crecimiento y proliferacion, ademas expresa los
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receptores especificos para que estas moléculas puedan ejercer su accion (Figura 2). Una
alteracion en la expresion tanto de los receptores, de las hormonas, de los factores de
crecimiento y de las citocinas puede estar presentes y participar en ciertas patologias del

ovario como es el cancer de ovario.

Epitelio de
superficie ovarica

RECEPTORES PRODUCTOS
DE SECRECION

Homonas: Esteroides: | [ Factores de.\ ; [
GnRh Estrégenos crecimiento: |§ Hormonas Factores de. Citocinas
FSH TR, EGF GnRH crecimiento: :t:
LH Andrégenos . hCG Lh M-CSF
Corticosteroides TGP Hok G-CSF
— THE EGF GM-CSF
~ ~ PDGF TNF-a
A Inhibina |V~
Progranulina
—

Figura 2. Receptores presentes en el Epitelo de Superficie Ovarica (ESO) tanto para hormonas, esteroides y
diferentes factores de crecimiento. También se muestran algunos productos de secrecion por parte de este
epitelio entre los cuales se encuentra hormonas, factores de crecimiento y citosinas. Tomada y modificada de

Auersperg N y cols. 2001 (6).
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B) CARCINOMA EPITELIAL DE OVARIO
1.- Datos epidemioldgicos del cancer de ovario

El cancer epitelial de ovario representa un importante problema de salud publica
ya que a nivel mundial ocupa el octavo lugar en incidencia de las neoplasias que se
presentan en la mujer y la séptima causa de mortalidad de acuerdo con las estadisticas
de GLOBOCAN 2018 (9). La alta mortalidad del cancer de ovario se debe a que en
general el diagnéstico se establece cuando la enfermedad estd muy avanzada y a la falta
de marcadores para un diagndstico temprano. En consecuencia, la mayoria de los casos
se detectan cuando el cancer ademéas de haber afectado a los ovarios ha hecho
metastasis a oOrganos abdominales pélvicos y fuera de la cavidad peritoneal
considerandose esto como estadios avanzados de la enfermedad (10).

En las ultimas dos décadas las tasas de mortalidad mundial por cancer de ovario
se han mantenido o han disminuido en paises desarrollados como en EUA y paises de la
Union Europea, pero no en los paises en vias de desarrollo. Todo esto de acuerdo con un
estudio estadistico llamado “Global trends and predictions in ovarian cancer mortality”
(11). Por el reporte en este estudio de las tendencias mundiales de mortalidad por cancer
de ovario hasta el afio 2012 y con base en datos de la organizacion mundial de la salud
se ha podido predecir la mortalidad hasta el afio 2020. La razén principal de la
disminucion de la mortalidad por cancer de ovario en los paises desarrollados al parecer
esta relacionada con el uso de anticonceptivos orales y la disminucién en el uso de
terapia de reemplazo hormonal en mujeres menopausicas. En México el cancer de ovario
representa el sexto lugar en incidencia y el quinto en mortalidad, de acuerdo con las
estadisticas de GLOBOCAN 2018 (9). Ademas, en el ultimo consenso de cancer de ovario
realizado en México, se reportaban mas de 2,500 casos nuevos por afio (12). Por otro
lado, el estudio de Gallardo-Rincén y cols. menciona que el riesgo de una mujer de
padecer cancer ovarico durante el transcurso de su vida es aproximadamente de 1 en 75

y su probabilidad de morir de cancer ovarico es de aproximadamente 1 en 100 (13).

El carcinoma ovarico de tipo epitelial es el mas frecuente y representa el 90% de
los casos. Este tipo de cancer se presenta principalmente en mujeres mayores de 50 afios
(10). La mayoria de los casos de céancer de ovario de tipo epitelial se consideran

esporadicos, sin embargo, 5-10% de los casos son hereditarios. La mayoria son mujeres
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que pertenecen a familias de casos de cancer de ovario y de mama que se relacionan con

mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA 1y BRCA 2 (14).
2.- Etiologia y factores de riesgo del cancer epitelial de ovario

En la actualidad se desconocen las causas precisas que originan del cancer de
ovario, sin embargo, se han podido identificar tanto una sobreexpresién de factores que
favorecen el desarrollo de este cancer, asi como, una baja expresion de factores o
proteinas con efecto protector que evitan su desarrollo (15, 16). Por otro lado, existen
varias teorias que tratan de explicar la etiologia del cancer epitelial de ovario espontaneo

en el cual no existe un comportamiento hereditario.

La teoria de la ovulacion incesante propuesta en 1971 menciona que, durante la
ovulacién el epitelio ovarico sufre rupturas para dar salida al évulo, lo cual ocasiona un
dafio continuo al epitelio, la proliferacion subsecuente para sustituir las células y reparar el
epitelio fracturado incrementa la posibilidad de que ocurran mutaciones genéticas durante
la replicacion, lo que genera malignidad del ESO (17, 18). De acuerdo con esta hipotesis
las mujeres con mayores episodios de ovulacién tienen un mayor riesgo de desarrollar
cancer de ovario, como son las mujeres nuliparas, mujeres con inicio de menarca
temprana y mujeres con una menopausia tardia. Se ha documentado que mujeres con
antecedentes de uno o varios embarazos tienen un menor riesgo de padecer carcinoma

ovarico en comparacioén con las nuliparas (Figura 3).

La teoria de las gonadotropinas y los esteroides que explica la posible formacion
del cancer de ovario propone que los altos niveles de gonadotropinas circulantes podrian
estimular la produccion de estrogenos por parte de las células estromales que forman los
quistes de inclusién, dichos estrégenos podrian estimular la diferenciacion, proliferacion y
la subsecuente transformacion maligna del ESO (19). Los datos que apoyan esta
hipétesis son el aumento de la incidencia del cancer de ovario conforme avanza la edad
de las mujeres especificamente en la menopausia, la cual se caracteriza por altas
concentraciones circulantes de las hormonas FSH y LH (19). También, de acuerdo con
esta teoria las mujeres con terapia de reemplazo con estrégenos durante la menopausia
tienen un mayor riesgo de presentar esta patologia. La terapia de reemplazo hormonal ha
demostrado aumentar el riesgo de desarrollar cancer de ovario en un 22% con estrogenos

y en 10% la combinacion con progesterona, por lo que el uso de la terapia de reemplazo
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hormonal so6lo debe considerarse a las pacientes que tienen sintomas profundos de la

menopausia y por un periodo corto de tratamiento (Figura 3) (20).

La teoria de la inflamacién propuesta en 1999 es complementaria a la teoria de la
ovulacién incesante. Esta teoria se propuso para explicar el incremento de la incidencia
de céncer de ovario entre las mujeres que usaban talco o presentaban endometriosis y/o
enfermedad pélvica inflamatoria. En la actualidad se sabe que la endometriosis puede
originar cancer ovarico de tipo endometroide y de células claras. La teoria explica que en
la reaccion inflamatoria aguda que ocurre en la ovulacion, el ESO queda expuesto a un
ambiente rico en citocinas, interleucinas, metaloproteasas, factores de crecimiento y
células inmunes ademas de un estrés oxidativo. Asi, todo este microambiente promueve
la iniciacién, el desarrollo y la progresion de una degeneracion maligna del ESO, el cual
una vez transformado desarrolla mecanismos para que las células inmunes y sus
mediadores como IL-1, IL-6 y TNF-a estimulen el crecimiento y la progresion maligna de

las células (Figura 3) (21).

Ademas de las teorias ya mencionadas y los factores de riesgo para la génesis del
cancer de ovario, también se han identificado mutaciones en genes supresores de tumor,
como mutaciones de p53 y ARID, con lo cual se presenta una evasion de la apoptosis y
por lo tanto prevalece la proliferacion celular. En los casos de cancer de ovario de tipo
epitelial hereditario (5-10%), la mayoria son mujeres que pertenecen a familias de casos
de cancer de ovario y de mama que se relacionan con mutaciones en los genes
supresores de tumores BRCA 1 y BRCA 2 (Figura 3) (Tabla 1) (14). Otro tipo de
mutaciones que se han observado en cancer de ovario es en oncogenes y podrian dar
lugar a proliferacion celular como es el caso de mutaciones en c-Erbl, c-Erb2 KRAS, c-
myc, PTEN, PIBKCA, BRAF (Figura 3) (Tabla 1) (15).

En cancer de ovario también se ha visto la participacion de factores de crecimiento
y sobre todo de su sobreexpresion (22). Entre ellos se puede mencionar al factor de
crecimiento epidermal (EGF) y su receptor (EGFR o HER), los cuales promueven la
sobrevida, proliferacion celular, adhesioén, invasion y evasion de la apoptosis. El EGFR ha
sido considerado como un blanco de tratamiento en el carcinoma ovarico (23). El factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor (VEGFR) también participan en
este tipo de cancer estimulando la angiogénesis y la permeabilidad vascular por lo que

inducen el crecimiento, progresion e invasion tumoral, asi como la acumulacion de ascitis.
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Por el papel que juega el VEGF/VEGFR en esta patologia se han considerado como
blancos terapéuticos (24). El &cido lisofosfatidico (LPA), es un factor mitogénico que
también se encuentra sobreexpresado en este tipo de cancer y promueve el crecimiento,
supervivencia, motilidad e invasion celular, asi como la resistencia a farmacos
guimioterapéuticos. Ademas, es capaz de regular la expresion de otras proteinas como es
el caso de la progranulina (25). Esta proteina es un factor de crecimiento que se
encuentra altamente expresado en esta patologia y participa en varios procesos de la

carcinogénesis ovarica (Figura 3) (26).

El tabaquismo y la obesidad se han asociado a un mayor riesgo de carcinomas
endometroide y mucinoso por lo que la actividad fisica y los factores dietéticos disminuyen
de 30-60% el riesgo de cancer de ovario (Figura 3) (10).

Carcinoma Epitelial de Ovario
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»Menopausia tardia »BRCA2
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Figura 3. Teorias y factores involucrados en la génesis del carcinoma epitelial de ovario. Elaboracion propia.
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3.-Clasificacion del cancer epitelial de ovario

Los tumores epiteliales malignos de ovario histolégicamente se han clasificado en
4 subtipos: tumores de tipo seroso de alto y bajo grado, endometroide de alto y bajo
grado, de células claras y mucinosos (Tabla 1). Por los multiples estudios en este tipo de
cancer se ha logrado identificar y establecer alteraciones moleculares presentes en cada
unos de estos diferentes subtipos histolégicos. Asi, estas caracteristicas moleculares que
definen a cada uno de los subtipos de tumores pudieran brindar la oportunidad de dar a
las pacientes una mejor terapia, de detectarlo oportunamente y de establecer una
reduccion en el riesgo de esta enfermedad (15, 16). En la subdivisién en alto y bajo grado,
se dividen asi porque lo tumores de alto grado se caracterizan por un crecimiento rapido y
presentan una anaplasia muy marcada o generalizada. Los tumores de bajo grado
muestran un crecimiento o una evolucion lenta, estan circunscriptos o con limites

imprecisos o difusos y tienen células diferenciadas moderadamente (Tabla 1).
3.1.- Carcinoma de ovario de tipo seroso

Los carcinomas serosos representan la mayoria de los tumores malignos (75-80%)
que a su vez estan divididos en carcinomas serosos de alto y bajo grado. Los de alto
grado son los que tienen mas indice de mortalidad, generalmente se observa en
pacientes de mediana edad y en etapas avanzadas, son gendmicamente inestables,
aneuploides y aproximadamente el 10% de los pacientes tienen una mutaciéon en los
genes BRCA1 o BRCAZ2. Los tumores de bajo grado son caracterizados por la presencia
de la mutacién KRAS (Tablal). Hasta hace poco se pensaba que el cancer de ovario se
derivaba del epitelio de superficie ovérica, sin embargo, hallazgos recientes proponen a
las trompas de Falopio en un papel fundamental durante la patogenia del cancer de
ovario, lo cual surge como una alteracion preneoplasica llamada carcinoma seroso
intraepitelial tubarico (STIC) (27). Estudios patolégicos en salpingooforectomia bilateral
profilactica en pacientes con mutaciones en el gen BRCA muestran que este tipo de
carcinoma seroso de alto grado se desarrolla principalmente en los extremos de las
trompas de Falopio. Asi, en el afio de 2003 se planteé una nueva hipétesis que propone
que la mayoria de los cénceres ovéaricos no hereditarios se originan en la trompa de
Falopio por descamacion y desprendimiento de las células (27). En los ultimos afios se ha
observado que la salpingectomia profilactica aparentemente previene la propagacion

metastésica sobre la superficie peritoneal, por lo que es recomendada la salpingectomia

16



bilateral alrededor de los 40 afios, sobretodo en mujeres con paridad satisfecha y con

predisposicion genética (27).

Tabla 1. Tumores de ovario y sus subtipos histol6gicos. Caracteristicas genéticas y opciones de tratamiento
de acuerdo con cada uno de los subtipos. Tomada y modificada de Matulonis UA vy cols. 2016 (15).

Tumores
Subtipo Hallazgos Clinicos Caracteristicas Tipo de
Histolégico Genéticas Tratamiento
® Deficiencia en la L .
Seroso Quimioterapia

(Alto grado)

Endometrioide
(Alto grado)

® Carcinomatosis peritoneal
puede presentarse con ascitis

® Se presenta en etapas
avanzadas (>55 afios)

combinacion homdloga (50%
de los tumores)
® Asociado con las

mutaciones BRCA, p53y
Ciclina E1

Seroso
(Bajo grado)

® Se presenta en pacientes mas
jévenes (43-55 afios)

® Se puede presentar en etapas
tempranas o tardias

® Asociado con las
mutaciones KRAS y BRAF

® Tumores genéticamente
estables

Inhibidores de
MEK y terapia
hormonal

Endometroide
(Bajo grado)

® Puede estar asociado a
endometriosis

® Asociado a mutaciones
PTEN, ARID 1Ay PIBKCA

® |nestabilidad microsatelital

Posible terapia
hormonal

De células
claras

® Puede presentarse con
metastasis en el higado y los
pulmones o como carcinomatosis
peritoneal

® Puede estar asociado con
hipercoagulabilidad e
hipercalcemia

® Asociado a las mutaciones
PTEN, ARID 1Ay PIK3CA

Inmunoterapia y
quimioterapia

Mucinoso

® Se presenta en pacientes mas
jovenes y es tipicamente en
etapas tempranas

® Asociado a mutaciones
KRAS

Quimioterapia,

Protooncogenes = BRCA, KRAS, BRAF, PTEN, ARID, PISKCA, MEK.

Gen supresor de tumor = p53

3.2.- Carcinoma de ovario de tipo endometroide

Los carcinomas de tipo endometroide representan el 10% de todos los tipos de
tumores de ovario. La mayoria de los carcinomas endometroides de bajo grado (tipo I)
son originados por quistes endometriales y la transicion desde el quiste hasta el
carcinoma requiere la pérdida del gen ARID1A, involucrado en la remodelacion de la

cromatina. Las mutaciones en este gen aparecen en el 46-30% de los carcinomas de
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células claras y endometroides en contraste con el 0% de los carcinomas serosos de alto
grado. Otras mutaciones tales como el homologo de fosfatasa y tensina PTEN se pueden
encontrar en endometriosis atipica en forma significativa (57%) lo que refuerza el vinculo
entre carcinomas de células claras y endometroides (Tabla 1) (28, 29). Los carcinomas
endometroides de alto grado (tipo Il) se caracterizan por inestabilidad genética, asi como
la presencia de mutaciones de BRCA, Tp53 y Ciclina E1, mutaciones no caracteristicas
de los tumores de tipo | (bajo grado) por lo que no es posible que haya una transicion de

carcinoma endometrioide de bajo grado a alto grado (Tabla 1) (28, 29).
3.3.- Carcinoma de ovario de células claras

Este tipo de tumores corresponde a un 5 a 10% de todos los tumores de ovario.
Estos carcinomas en general se diagnostican en estadios tempranos (I-Il) y en el 57-81%
de los casos cuando la intervencion quirurgica es efectiva para erradicar la enfermedad,
las mujeres tienen un prondstico favorable similar al de los carcinomas serosos en estadio
I. Sin embargo, si el diagnéstico se establece en estadios avanzados (llI-1V) las mujeres
tienen un peor prondéstico en comparacion con cualquier otro subtipo por la agresividad
que presentan debido a su insensibilidad a la quimioterapia. Las mutaciones sométicas
mas frecuentes se han descrito en los genes ARID1A, PIK3CA y PTEN (Tabla 1) (30, 30).

3.4.- Carcinoma de ovario de tipo mucinoso

El carcinoma mucinoso de ovario es un tipo de cancer raro que se caracteriza por
tener menos alteraciones génicas que los carcinomas serosos. Suelen presentar
mutaciones del gen KRAS y no parecen estar asociado a mutaciones BRCA. Un desafio
del carcinoma mucinoso es determinar si la fuente del tumor es primaria en el ovario o

metastasica de otro sitio como de tumores malignos intestinales (Tabla 1) (15, 28).

C) ASCITIS EN CANCER DE OVARIO

Por ascitis entendemos a la acumulacion de liquido en la cavidad abdominal o
peritoneal. La ascitis puede ser clasificada como benigna o maligna, definiéndose como
maligna aquella ascitis producida por un cancer, como en cancer de colon, de Utero, de
pancreas, de higado y cancer de ovario. En cancer de ovario la ascitis maligna afecta

aproximadamente 10% de las pacientes que presentan una recurrencia y su importancia
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radica en que con la ascitis puede haber una mayor diseminacion de las células malignas

en el area peritoneal y/o el establecimiento de metastasis a distancia.

La ascitis maligna es un fluido constituido por células neoplasicas y no neoplasicas
tales como células mesoteliales, fibroblastos, macroéfagos, leucocitos y detritus celulares,
también estan presentes algunas proteinas como lactato deshidrogenasa y albumina (31,
32). La importancia de la ascitis maligna radica en que constituye un reservorio dindmico
de factores que estimulan la sobrevida de las células, entre estos factores se encuentran
las citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y fragmentos de matriz extracelular
(ECM) los cuales en forma individual o en forma combinada afectan el crecimiento del
tumor y la progresion de la enfermedad a través de diferentes mecanismos celulares (33-
35).

El factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) y el &cido lipofosfatidico (LPA) son
dos factores que estan presentes en el liquido de ascitis. Ambos con funciones
importantes como migracion celular y activacion de sefiales de transduccion que llevan a
la produccién de otros factores como el VEGF (36). El VEGF esta en concentraciones
altas en el liquido de ascitis y esto correlaciona con aumento en la diseminacion de las
metastasis y un peor pronostico de la enfermedad (37). Sin embargo, otras proteinas
pudieran estar presentes en el liquido de ascitis y estar participando en la malignidad del
cancer de ovario, por lo que es necesario caracterizarlas. Disminuir la concentracion de
estas proteinas presentes en este liquido y que cuentan con una actividad estimulatoria

de carcinogénesis pudiera ser una alternativa en el tratamiento para este tipo de cancer.

D) TRATAMIENTO DEL CARCINOMA DE OVARIO

Los resultados de las investigaciones a nivel molecular de los diferentes tumores
malignos de ovario han permitido implementar la reclasificacion y establecer las diferentes
etapas de la enfermedad de acuerdo con la FIGO y la OMS, lo cual esta teniendo un
impacto importante en la terapia de las pacientes, asi como en el establecimiento de un
prondostico (29, 38).

El tratamiento de los tumores malignos de ovario inicialmente es quirdrgico.
Cualquier sospecha de masa ovarica debe ser eliminada intacta para su evaluacion

histopatolégica y de esta manera establecer el subtipo del tumor. Ademas, se debe
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inspeccionar la cavidad abdominal con especial atencidn en el tracto gastrointestinal para
evaluar un posible foco de cancer primario o bien de metastasis. Al tratamiento quirargico
le sigue la terapia a base de quimioterapia seguida o acompafiada con inmunoterapia (29,
39). En mujeres con una predisposicion genética, la ooforectomia (extirpacion quirdrgica
del ovario) unilateral o bilateral como tratamiento preventivo reduce un 30% del riesgo de
mortalidad. También se ha demostrado que en cualquier mujer la ligadura de las trompas
de falopio y la histerectomia se asocian con una reduccién del riesgo de cancer de ovario

de tipo seroso, endometroide y de células claras (27).

Con los tratamientos para el cancer de ovario que existen en la actualidad no se
ha logrado disminuir la mortalidad y ademas las pacientes presentan una resistencia hacia
los mismos por lo que es imperativa la basqueda de nuevas alternativas de tratamiento.
Una de ellas podria ser el resveratrol, un compuesto que interfiere en diferentes procesos

asociados al cancer.
1.- El Resveratrol como una alternativa de tratamiento para cancer

El resveratrol (3,5,4-trihidroxi-trans-estilbeno) es miembro de un grupo de
compuestos vegetales llamados polifenoles o fitoalexinas Estudios en roedores han
mostrado que este compuesto tiene efectos antienvejecimiento, antiinflamatorios o
anticancerigenos. También, se ha visto que es capaz de disminuir la glucosa y el

colesterol, asi como producir otros efectos cardiovasculares benéficos (Figura 4) (40, 41).

En lo que respecta a cancer de ovario, estudios previos han demostrado que el
tratamiento con resveratrol de 5 lineas celulares de carcinomas ovaricos humanos inhibié
la proliferaciéon celular e indujo a la apoptosis, estando esta respuesta asociada con la
liberacion mitocondrial de citocromo c y la activacion de caspasas (42). Ademas, se ha
visto que las células tratadas con este compuesto pueden mostrar cambios indicativos de
autofagia, de apoptosis y muerte, sugiriendo que resveratrol puede inducir muerte celular
a través de distintas vias (42—44). Otro estudio con células de cancer de ovario reporto
gue ademas de inducir la autofagocitosis en las células, se incremento la expresion de la
enzima ciclooxigenasa 2 (COX2), se fosforil6 p53 y se indujo la apoptosis (45). En otro
estudio se reporté que resveratrol puede limitar la progresion del cancer de ovario al
inhibir la expresion del factor inducible de hipoxia l-alfa (HIF-1a) y del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) (46). Por otro lado, ademés de los efectos en la

modulacion de sefiales de transduccion involucradas en proliferacion celular, resveratrol
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puede producir una modulacion de la resistencia a compuestos quimioterapéuticos y esto
también se ha visto en células de céancer de ovario (47). Por otro lado, por estudios
previos en células cerebrales (astrocitos) se ha demostrado el efecto antiinflamatorio del
resveratrol a través de la reduccion de la expresion de ciertas citocinas como TNF-a y IL-
1B (48).

Neuro- Anti-
protector inflamatorio

Resveratrol

Cardio- Anti-
p rotector envejecimiento

Anti-
colesterol

“vidvieico

Figura 4. Las diferentes funciones del resveratrol que han sido identificadas en varios sistemas tomada y
modificada de Aggarwal BB y cols. (40).

E) PROGRANULINA UN NUEVO FACTOR DE CRECIMIENTO

La progranulina es un factor de crecimiento también conocido como Acrogranina,
Precursor de Granulinas y Epitelinas (GEP), Proepitelila (PEPI), Factor Derivado de
Células PC (PCDGF) y Glicoproteina 88-kDa (GP88). Esta proteina cuenta con 593
residuos de aminoacidos y su peso molecular es de 68 kDa (26). Varios estudios han
demostrado su participacion en el desarrollo de embriones murinos preimplantatorios (49),
en la embriogénesis temprana (50), en el proceso de cicatrizacion (51), inflamacion (52),
angiogénesis (53) y en el desarrollo de hueso y cartilago (54). La progranulina también
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esta asociada a obesidad, resistencia a la insulina y con enfermedades reumatoldgicas
(55). Por otro lado, esta proteina ha sido considerada como un factor neuroprotector, por
lo tanto, pérdida de la funcion por mutaciones en su gen han sido asociadas con
enfermedades neurolédgicas y neurodegenerativas (56). La sobrexpresion de progranulina
se ha observado en diferentes tipos de cancer y se sabe que participa en el crecimiento y
la propagacion del tumor, ya que produce proliferacion celular, migracién, invasion,
angiogénesis, transformacion maligna, resistencia a quimioterapia y evasién de la
respuesta inmune (Figura 5) (26).

Proliferacion

Evasién de la Invasiéon

respuesta Yy

inmune Migracion

PROGRANULINA

Quimioresistencia Angiogénesis

Transformacion
maligna

Figura 5. Las diferentes funciones de progranulina en cancer de ovario. Tomada y modificada de
Arechavaleta-Velasco F y cols. (26).

En el cancer de ovario se ha observado que la expresion de progranulina tanto de
su mRNA como de la proteina es mayor en forma significativa en tumores malignos en

comparacion con tumores benignos y tejidos de ovario sin patologia. Ademas, de que
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existe una correlacion entre una alta expresion de su mRNA y una menor sobrevida de las
pacientes (57). En estudios in vitro la sobreexpresion de progranulina en lineas celulares
derivadas de cancer de ovario incrementa la proliferacion celular, la formacién de colonias
celulares en agar semisolido y la capacidad de migracién e invasién celular en
comparacion con los controles (58). Ademas, por modelos in vivo se ha observado que la
sobreexpresion de progranulina promueve la transformaciéon de células del epitelio ovarico
a células con caracteristicas malignas e induce la formaciébn de tumores en ratones
atimicos desnudos inoculados con dichas células (59). Por otro lado, con el bloqueo de su
funcién con DNA antisentido o anticuerpos neutralizantes se reduce la proliferacion celular
y la capacidad de colonizacién en agar (60, 61). Por estudios in vitro e in vivo también se
ha visto que la progranulina se asocia a quimioresistencia, ya que la sobreexpresion de
esta proteina en las células A2780 les confiere una mayor capacidad de proliferar y formar
tumores en ratones desnudos a pesar de ser tratados con el agente quimioterapéutico
Cisplatino (58).

Por las evidencias de estudios previos, la progranulina ha sido propuesta como un
biomarcador de estadios avanzados y recurrencia del cancer epitelial de ovario, asi como
un indicador de la sobrevida libre de enfermedad en las pacientes con esta patologia.
Ademas, por su importancia en la patogénesis del cancer de ovario también se le ha

considerado como un blanco terapéutico (26).

Consideramos que la progranulina estd presente en el liqguido de ascitis de
pacientes con cancer de ovario y pudiera estar participando en la carcinogénesis que
promueve la presencia de este liquido, ya que previamente hemos observado un
incremento de su secrecién al medio de cultivo por las células TOV-21G de cancer de
ovario bajo el estimulo de la FSH (datos no publicados), ademas de las evidencias que
demuestran que la progranulina es una proteina secretora con acciones autocrinas y

paracrinas (49).
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el cancer de ovario la ascitis es un proceso importante que marca la gravedad
de la enfermedad ya que su presencia promueve mas su diseminacién por la accion de
factores de crecimiento y citocinas presentes en este liquido. Hasta el momento los
tratamientos existentes contra esta enfermedad no logran disminuir la mortalidad o se
presenta una resistencia hacia los mismos en las pacientes (62). El resveratrol es un
compuesto con efectos anticancerigenos, por lo que seria de utilidad valorar sus efectos a

nivel de proteinas presentes en el liquido de ascitis de pacientes con cancer de ovario.

En el presente trabajo deseamos valorar cuales son los efectos del resveratrol
sobre la expresion de progranulina intracelular y la secretada al medio por células
derivadas de cancer de ovario. En sus objetivos la propuesta es original y en lo particular
el conocimiento del efecto de dosis bajas de resveratrol sobre la expresion de
progranulina intracelular y su secrecién al medio de cultivo por lineas celulares derivadas
de cancer de ovario y células provenientes de la ascitis de pacientes con esta patologia
pudiera ser importante, especialmente si se observa una disminucién de la expresion de
progranulina y una disminucién de la secrecion de ésta por parte de las células sin
producir su apoptosis. De observarse este efecto, podriamos sugerir que el resveratrol
pudiera disminuir la secrecién de otras proteinas como citocinas o factores de crecimiento
con importantes funciones en la diseminacién del carcinoma ovarico. De esta manera, el
resveratrol podria ser considerado como una posible alternativa de tratamiento y daria la

pauta a realizar valoraciones posteriores en modelos in vivo murinos.
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[1l. OBJETIVOS
General

Valorar el efecto de bajas dosis de resveratrol sobre la expresion de progranulina en
células derivadas de cancer de ovario, al ser cultivadas en presencia de este compuesto y

de esta manera determinar su posible efecto anticancerigeno en esta patologia.

Particulares

1) Analizar la expresién de progranulina por medio de la técnica de Western Blot, en
lisados de las lineas celulares derivadas de cancer de ovario OVCAR-3 y TOV-
21G, asi como de células provenientes de ascitis de pacientes con cancer de

ovario incubadas en presencia de bajas concentraciones de resveratrol.

2) Determinar la concentracion de progranulina, utilizando la técnica de ELISA, en el
medio de cultivo de células provenientes de ascitis de pacientes con cancer de

ovario incubadas en presencia de pequefas dosis de resveratrol.

IV. HIPOTESIS

El tratamiento con bajas dosis de resveratrol de las lineas celulares derivadas de
cancer de ovario y de células de ascitis de pacientes con cancer de ovario disminuira la
expresion de progranulina intracelular, asi como su secrecién al medio de cultivo por parte

de estas células.
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V. MATERIAL Y METODOS

A.- Tipo de estudio

Se trat6 de un estudio de tipo experimental y comparativo al valorar el efecto del
resveratrol sobre la secrecion de progranulina por las células provenientes de cancer de
ovario. Comparando los efectos éste compuesto en las células tratadas con las células
cultivadas en ausencia de resveratrol (controles). El disefio experimental del estudio se

encuentra descrito en la Figura 6.

B.- Universo de trabajo

Se utilizaron la linea celular OVCAR-3 (derivadas de un adenocarcinoma seroso
de ovario) y la TOV-21G (derivadas de un carcinoma de ovario de células claras). Por otro
lado, también se emplearon células de cultivos primarios de liquidos de ascitis de 11
pacientes con cancer de ovario que fueron sometidas a cirugia entre septiembre de 2014
y diciembre del 2015 en la UMAE Hospital de Ginecobstetricia Luis Castelazo Ayala,
IMSS. Todas las pacientes cumplieron con criterios de inclusion y firmaron la carta de

consentimiento informado.

El presente proyecto de investigacion se consideré como un estudio piloto por lo
que se incluyeron tanto los liquidos de ascitis de pacientes de diagndstico reciente y de
pacientes con recurrencia del cancer de ovario, incluyéndose asi las células de liquido de

ascitis de todas las pacientes.

C.- Criterios de inclusién

° Pacientes con diagndstico inicial o recurrencia de cancer de ovario

corroborado por histopatologia, que presentaron ascitis.
° De cualquier edad.

. Todas las clasificaciones clinicas de la Federacién Internacional de

Ginecobstetricia (FIGO) (Estadio | a IV) fueron incluidas.

o Todas las clasificaciones histologicas de la Organizacion Mundial de la
Salud (WHO) (G1 a G3) fueron incluidas.
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D.- Criterios de exclusion

. Pacientes con otras patologias agregadas, que pudieran causar ascitis
como cirrosis hepatica, insuficiencia cardiaca, insuficiencia renal o

pancreatitis.

E.- Tamafio de la muestra

Se valoré la expresion de progranulina en dos lineas celulares de cancer de ovario
y en células proveniente de liquido de ascitis de 11 pacientes con cancer de ovario,

después de estar expuestas al tratamiento de resveratrol.

F.- Especificacion de variables

Variable dependiente. Expresion de progranulina que fue analizada en los lisados
de las células y en los medios condicionados de los cultivos de las células de cancer de
ovario incubadas con resveratrol. Estas variables fueron cuantificadas por el método de

Western blot y ELISA respectivamente (Ver técnicas mas adelante).

Variable independiente. Las concentraciones del compuesto resveratrol 6.25 y
12.5 uM (Calbiochem, EUA) que se utilizaron como tratamiento de las lineas celulares de
cancer de ovario y de las células derivadas de liquido de ascitis de pacientes con cancer

de ovario.

G.- Aislamiento de las células presentes en el liguido de ascitis

Una vez obtenidos los liquidos de ascitis cada 25 mL fueron colocados en frascos
de cultivo de 150 cm® y se les afiadié 25 mL de la combinacion de los medios de cultivo
1:1 MCDB 105/199 (nombrado asi por su desarrollo en el departamento de Molecular
Cellular and Developmental Biology). Este medio fue suplementado con 15% de Suero
Fetal Bovino (SFB), 1 mM de piruvato de sodio y con una solucion de
antibiético/antimicético equivalente a 100 U/mL de penicilina G, 100 pg/mL de
estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B (Life Technologies, EUA). Se dejaron en
incubacién por 4 dias antes del primer cambio de medio. En algunos casos después de
este primer cambio de medio las células tumorales fueron despegadas utilizando tripsina
y separadas para su crecimiento. En otros casos se requiri6 de mas tiempo. Una
caracteristica del medio de cultivo utilizado es que reduce el crecimiento de células

estromales y favorece el crecimiento de células epiteliales (células tumorales). Ademas,
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con la técnica utilizada la mayoria de los eritrocitos presentes en los cultivos fueron
removidos después del primer cambio de medio, ya que estos no son adherentes.
También, por tripsinaciones parciales y repetidas de los cultivos fueron removidos los
fibroblastos ya que son menos adherentes que las células epiteliales. Por lo tanto, los
experimentos se realizaron dentro de los pases 3 y 6, en donde se documenté la
presencia de células epiteliales por la tincion de citokeratina 7 en ellas y se descarto la
presencia de otros tipos celulares. Los experimentos se realizaron con un 98% a 100%
de células positivas a citokeratina 7 (63).

DISENO EXPERIMENTAL

Lineas celulares
TOV-21G y OVCAR-3

Células derivadas de
Liquido de Ascitis

\ 4

Cultivos celulares en presencia de Resveratrol (6.25 y 12.5 uM)

Incubacién por 72 y 144 horas

l

\

Determinacion de la
Viabilidad celular y
Proliferacion celular

1

Determinacion de la
Progranulina secretada al
medio de cultivo por
Células de Liquido de

Determinacion de la
Progranulina intracelular
en Células de Liquido de

Ascitis y en Lineas

Técnicas
- Exclusion de Azul Tripan
- Estuche XTT

Ascitis celulares
Técnica de ELISA | I Técnica de Western Blot

Figura 6. Disefio Experimental del estudio. Elaboracion propia.

H.- Cultivo de las células en presencia de resveratrol

Las células OVCAR-3 fueron cultivadas en medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 y las células TOV-21G en medio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (Life Technologies, EUA), ambos medios fueron suplementados con 5% de SFB.
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Las células derivadas de liquido de ascitis se cultivaron en una mezcla de medio MCDB
105/199 méas 15% de SFB. Tanto las lineas celulares como las células provenientes de
liquido de ascitis fueron cultivadas en una atmoésfera himeda con 5% de CO, y 95% de
aire a 37°C. Para los ensayos celulares se colocaron 2X10° células/pozo en placas de 12
pozos y se dejaron en cultivo en presencia de dimetilsulféxido (DMSQO) como control-
vehiculo y en 6.25 y 12.5 uM de resveratrol por 72 y 144 horas. Una vez finalizados los
cultivos los medios condicionados fueron congelados hasta su procesamiento y las
células fueron lisadas para ser cuantificadas y analizadas por la técnica de Western blot.
En otros cultivos, las células no fueron lisadas para determinar la viabilidad y la

proliferacién celular, usando los estuches o kits correspondientes.

|.- Determinacion de viabilidad celular

La viabilidad celular fue determinada utilizando el método de exclusion de azul de
tripan como ha sido descrito previamente (46). Para estos ensayos se cultivaron 2x10*
células/pozo en placas de 96 pozos (Corning Inc., EUA) en 100 pL de medio. Los cultivos
celulares en presencia de resveratrol se realizaron como se describié previamente. A las
72 y 144 horas de incubacion las células fueron tripsinizadas y re-suspendidas en medio
de cultivo. Después, se realiz6 una dilucion 1:1 de la suspensién de células con 0.4% de
azul tripan. Esta dilucion fue puesta sobre una cadmara hemocitométrica (o de Neubauer) y
se realiz6é el recuento de las células usando el microscopio, anotando el niamero de
células que excluyeron el azul tripan y el nimero de células que lo incorporaron (células
azules o células muertas). La viabilidad celular fue calculada utilizando la siguiente

féormula:

% Células viables = [1.00 - # células azules -/- # células totales] x 100

J.- Determinacion de proliferaciéon celular

Para valorar el efecto del resveratrol sobre el metabolismo celular y en forma
indirecta sobre la proliferacion celular se utilizd el estuche colorimétrico XTT (Roche
Applied Science, EUA). Para estos ensayos se cultivaron 2x10* células/pozo en placas de

96 pozos (Corning Inc., EUA) en 100 uL de medio. Los cultivos celulares en presencia de
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resveratrol se realizaron como se describid previamente. Una vez transcurridos los
tiempos de incubacién, se prepar6 una mezcla con el reactivo de XTT (Na 3'-[1-
(fenilaminocarbonil)-3,4-tetrazolio]-bis  (4-metoxi-6-nitro) benceno &cido  sulfonico
hidratado) y con el reactivo electron coupling (N-metildibenzopirazina metil sulfato) en una
proporcion 50:1 v/v, y a cada uno de los pozos de cultivo se les afiadio 100 pL de esta
mezcla y se incubaron por 2 horas a 37°C. Posteriormente se determind la absorbancia a
450 nm. La coloracién fue directamente proporcional al nimero de células y los resultados

se graficaron como porcentaje de proliferacion con respecto a control-vehiculo.

K.- Cuantificaciéon de proteinas

Para la cuantificacion de las proteinas, las células fueron lisadas con buffer de lisis
con un pH de 7.4, conteniendo una mezcla de inhibidores de proteasas Complete-Mini-
free EDTA, (Roche Applied Science, EUA). El lisado fue centrifugado a 10,000 rpm por 10
min a 4°C. Una vez obtenido el sobrenadante, las proteinas totales fueron cuantificadas
utilizando el método de &cido bicinconinico (BCA) [Protein assay Kit, (Thermo Fisher
Scientific, EUA)]. Ya cuantificadas las muestras, éstas fueron guardas a -70°C hasta su
procesamiento por la técnica de western blot.

L.- Técnica de Western blot

10 ug de proteinas totales fueron separadas por electroforesis en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% y posteriormente se transfirieron a una membrana PVDF (GE
Healthcare, EUA). Una vez transferidas las proteinas, la membrana fue bloqueada 1 hora
a temperatura ambiente con buffer salino-tris (TBS) conteniendo 0.1% de Tween-20
(TBST) y 5% de leche en polvo baja en grasas. Posteriormente las membranas fueron
incubadas toda la noche a una temperatura de 4°C con el anticuerpo anti-progranulina en
una dilucion 1:2000. Como control de carga se valor6 a la actina utilizando un anticuerpo
anti-B-Actina. Posterior a esto, la membrana fue lavada con TBST y se afiadié un segundo
anticuerpo, una IgG anti-conejo conjugado con peroxidasa que se utilizé a una dilucion de
1:10,000. Después, la membrana fue sometida a varios lavados con TBST y las proteinas
fueron detectadas por medio del estuche de quimioluminiscencia y utilizando el aparato

LI-COR. Finalmente se realiz6 el andlisis densitométrico de las bandas obtenidas.
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M.- Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Los medios condicionados obtenidos de los cultivos celulares a las 72 y 144 horas
de incubacion en presencia de dos dosis de resveratrol fueron utilizados para la
determinacion cuantitativa de progranulina por medio de la técnica de ELISA tipo
sandwich. Esta técnica se basa en el reconocimiento de la progranulina por un anticuerpo
policlonal especifico fijado en los pozos y un anticuerpo unido a la enzima biotina. Para
esto se utilizo el estuche de ELISA [Progranulin Human (AdipoGen, Corp, EUA)], en
donde 100 pL de medio condicionado y previamente diluido (1:25) fueron colocados en
cada uno de los pozos, incubandose esta reaccion por 1 hora a 37 °C. Posteriormente los
pozos fueron lavados 3 veces con PBS con Tween 20 y se agregaron 100 pL del
anticuerpo de deteccion especifico para progranulina acoplado a biotina por una hora. Los
pozos fueron lavados 3 veces y se adicionaron 100 pL del conjugado de estreptavidina-
peroxidasa por una 1 hora a 37 °C. Nuevamente se lavaron los pozos y el desarrollo del
color se realiz6 incubando las placas con 100 pL del substrato 3,3, 5,5-
tetrametilbenzidina por 10 minutos y la reaccion se detuvo con la adicién de 100 pL de
acido fosférico. La intensidad del color se midié por espectrofotometria a una absorbancia
de 450 nm.

N.- Andlisis Estadistico

Para valorar si hubo diferencias en la concentracion de progranulina en el medio
condicionado entre los controles y las dosis de resveratrol utilizadas se empled el
programa estadistico Stata 11 para Mac (Stata Corp., EUA). Se realiz6 la prueba ANOVA,
seguida de la prueba de comparaciones mdultiples contra el grupo control (método de
Dunnett). Los resultados se expresan como la Promedio + Error Estandar de la Media
(EEM). Una probabilidad menor de 0.05 fue considerada como estadisticamente

significativa.
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VI. RESULTADOS
1) Pacientes incluidas en el estudio y sus caracteristicas clinicas.

En total se incluyeron 11 pacientes, cuya mediana de edad fue de 52 afios, la edad menor
de las pacientes fue de 31 afios y la edad maxima fue de 72 afios, todos estos datos se
resumen a continuacion en la tabla 2. En cuanto al tipo histolégicos de los tumores de
ovario que presentaban las pacientes, 2 fueron serosos de bajo grado, 3 serosos de alto
grado, 2 endometrioides, 1 de células claras, 1 mucinoso y 2 poco diferenciados, uno de
estos Ultimos se trataba de una recurrencia de la enfermedad en la paciente. De acuerdo
con el estadio de la enfermedad, una paciente se encontraba en estadio | y el resto de las
pacientes (n=10) en estadio Il (Tabla 2). La coloracién del liquido de ascitis varié entre las
pacientes desde, amarillo claro, sanguinolento, café claro y de apariencia lechosa.
Ademas, la cantidad obtenida fue variable y se dividieron en 15 a 49 ml = n=4, 50 a 100
ml = 2 y >100 ml = 5 pacientes. Cinco de las pacientes han sobrevivido a la enfermedad y
6 ya fallecieron.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes con diagnéstico de cancer de
ovario y del liquido de ascitis obtenido de ellas.

Paciente Edad Diagnéstico Liquido de ascitis
No (afos) (Carcinoma de Ovario) (Cantidad y aspecto) Actual
Poco Diferenciado. E Il
1 46 Segunda recurrencia 150 ml, lechoso 1
2 31 Endometroide. E | 20 ml, sanguinolento Viva
3 35 Seroso. E llI 150 ml, café claro Viva
4 60 Endometroide. E Il 150 ml, café claro t
5 53 Seroso Alto grado. E Il 20 ml, sanguinolento Viva
6 57 Seroso Alto grado. E Il 200 ml, café claro t
7 63 Seroso. E Il 100 ml, sanguinolento t
8 52 Seroso Alto grado. E llI 75 ml, amarillo claro t
9 43 Células claras. E Il 20 ml, sanguinolento Viva
10 72 Mucinoso. E Il 15 ml, amarillo claro Viva
11 49 Poco Diferenciado. E |l 70 ml, amarillo claro 1

E = Estadio del cancer.

1 = Defuncion
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2) Después de 72 horas de tratamiento con resveratrol, no se observaron cambios
en la expresién de progranulina intracelular en las células provenientes de liquido

de ascitis.

Para valorar los efectos de resveratrol sobre la expresién de progranulina intracelular, asi
como, la viabilidad y la proliferacion de las células, se realizé una determinacion a las 72
horas de incubacion con este compuesto. En la Figura 7A se muestra un gel
representativo con la expresion de la proteina progranulina y de la proteina actina
utilizada como control de carga, asi como, la gréfica que incluye los datos de los cultivos
de las 11 pacientes. Por otro lado, ninguna de las dosis de resveratrol utilizadas afect6 la
viabilidad celular (Figura 7B). Sin embargo, solo se observo una disminucion en forma
significativa (p<0.05) de la proliferacion celular con la dosis mas alta (12.5 pM) de
resveratrol (85.56%) al ser comparada con el 100% del control-vehiculo (DMSO) en
ausencia de resveratrol, ya que con la dosis de 6.25 uM (93.44%) no se encontrdé una
diferencia significativa con respecto al vehiculo (Figura 7C). Después del andlisis
estadistico en el cual se incluyeron los datos de las células provenientes del liquido de
ascitis de las 11 pacientes, los resultados mostraron que no hubo una disminucién en
forma significativa de la expresion de la progranulina intracelular con ninguna de las dos

dosis (6.25 y 12.5 uM) de resveratrol utilizadas.

3) La expresion de progranulina intracelular disminuy6 en las células provenientes

de liguido de ascitis, a las 144 horas de incubacion con resveratrol.

A las 144 horas de incubacién con resveratrol se realiz6 una segunda valoracion de sus
efectos sobre la expresion de progranulina intracelular, asi como de la viabilidad y la
proliferacion celular. Una vez realizado el andlisis estadistico ANOVA en donde se
incluyeron los datos de las células provenientes del liquido de ascitis de 10 pacientes, ya
que no se pudo realizar el cultivo de las células del liquido de ascitis de la paciente No.10
porque las células no lograron adherirse a la caja de cultivo. Los resultados mostraron un
cambio en la expresion de la progranulina, la cual disminuyd en forma significativa
(p<0.05) con las dos concentraciones (6.25 y12.5 uM) de resveratrol utilizadas, como se
muestra en la Figura 8A. La actina, proteina utilizada como control no mostré cambios. La
viabilidad celular no se vio afectada con ninguna de las dosis de resveratrol (Figura 8B).

La proliferacion celular con la dosis de 6.25 uM fue de 90.34% y con la dosis de 12.5 uM
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fue de 77.83%, encontrando una disminucion en forma significativa (p<0-05) solamente

con la dosis de 12.5 uM con respecto al control-vehiculo (77.83 vs 100%) (Figura 8B).
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Figura 7. Expresion de progranulina intracelular después de 72 horas de incubacion de las células obtenidas
del liquido de ascitis de 11 pacientes con cancer de ovario, en presencia y ausencia de resveratrol. A)
Western blot representativo con la expresiéon de progranulina y actina utilizada como control interno. Ademas,
se muestra la grafica con los resultados después del analisis de los 11 cultivos realizados. Los resultados
representan la media + EEM. B) La viabilidad celular fue determinada con el ensayo de azul tripan y C) La
proliferacién celular fue evaluada por la cuantificacion de la conversion de XTT. Como prueba estadistica se
utilizé una ANOVA vy las diferencias significativas (p<0.05) estan indicadas por un asterisco.
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Figura 8. Expresion de progranulina intracelular después de 144 horas de incubacion de las células obtenidas
del liquido de ascitis de 10 pacientes con cancer de ovario, en presencia y ausencia de resveratrol. A)
Western blot representativo con la expresiéon de progranulina y actina utilizada como control interno. Ademas,
se muestra la grafica con los resultados después del analisis de los 10 cultivos realizados. Los resultados
representan la media + EEM. B) La viabilidad celular fue determinada con el ensayo de azul tripan y C) La
proliferacién celular fue evaluada por la cuantificacion de la conversion de XTT. Como prueba estadistica se
utiliz6 una ANOVA y las diferencias significativas (p<0.05) estan indicadas por un asterisco.

4) La progranulina secretada por las células provenientes del liguido de ascitis

disminuyé en forma significativa con el tratamiento con resveratrol.

La progranulina secretada al medio de cultivo y cuantificada por la técnica de ELISA,
disminuyo en forma significativa tanto a las 72 como a las 144 horas de incubacién con
resveratrol de las células derivadas del liquido de ascitis de pacientes con cancer de
ovario. En la Figura 9A se observa como con el tratamiento de resveratrol la
concentracion de progranulina va disminuyendo en forma dosis dependiente en el medio
condicionado de las células derivadas del liquido de ascitis de cada una de las 11
pacientes a las 72 horas y en la Figura 10A solo a 10 pacientes a las 144 horas de
incubacién con el compuesto. Después de haber realizado el andlisis estadistico en forma

grupal, encontramos la disminucion en forma significativa de la concentracion de
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progranulina en el medio condicionado tanto a las 72 horas (Figura 9B) como a las 144
horas (Figura 10B) de tratamiento y con ambas dosis de reveratrol 6.25 pM vs vehiculo =
p<0.05y 12.5 uM vs vehiculo = p<0.001.
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Figura 9. Porcentaje de la concentracion de progranulina secretada al medio de cultivo, después de 72 horas
de incubacién de las células obtenidas del liquido de ascitis en ausencia o presencia de dos dosis de
resveratrol. A) Se muestran los valores obtenidos en forma individual de los 11 cultivos realizados de las
células correspondientes a cada una de las 11 pacientes (P) con cancer de ovario. B) Se muestra la grafica
con el resultado en grupo después del analisis ANOVA realizado. Los resultados representan el promedio.
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Figura 10. Porcentaje de la concentracién de progranulina secretada al medio de cultivo, después de 144
horas de incubacion de las células obtenidas del liquido de ascitis en ausencia o presencia de dos dosis de
resveratrol. A) Se muestran los valores obtenidos en forma individual de los 10 cultivos realizados de las
células correspondientes a cada una de las 10 pacientes (P) con cancer de ovario. B) Se muestra la grafica
con el resultado en grupo después del analisis ANOVA realizado. Los resultados representan el valor
promedio de las 10 pacientes.
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5) La expresion de progranulina intracelular disminuyé en las lineas celulares
incubadas en presencia de resveratrol.

La expresion de progranulina disminuy6é en forma significativa (p<0.05) a las 72 y 144
horas de tratamiento con resveratrol en ambas lineas celulares estudiadas OVCAR-3
(Figura 11A, B) y TOV-21G (Figura 12A, B). En las células TOV-21G se observaron dos
bandas de expresion de progranulina una de aproximadamente 68 kDa y una menor de
50, lo cual es caracteristico en esta linea celular. La viabilidad de las células en ambas
lineas celulares no mostré6 cambios con las dosis de resveratrol como se muestra en las
células OVCAR-3 (Figura 11C) y TOV-21G (Figura 12C). En la linea OVCAR-3 se observo
una ligera disminucién en la proliferacion celular pero no en forma significativa ya que se
presentaron valores por arriba de 90% (Figura 11D). En las células TOV-21G, una
disminucion en forma significativa de la proliferacion celular se encontré a las 144 horas

de tratamiento con resveratrol y con la dosis de 12.5 uM (Figura 12D).
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Figura 11.- Expresion de progranulina después de 72 y 144 horas de incubacion de las células OVCAR-3 en
presencia y ausencia de resveratrol. A) Western blot representativo con la expresion de progranulina y actina
utilizada como control interno. B) Grafica con los resultados después del analisis de 3 experimentos
realizados. Los resultados representan la media + EEM. C) La viabilidad celular fue determinada con el
ensayo de azul tripan y D) La proliferacion celular fue evaluada por la cuantificacion de la conversion de XTT.
Como prueba estadistica se utiliz6 una ANOVA y las diferencias significativas (p<0.05) estan indicadas por un
asterisco. Las diferencias estadisticamente significativas estan indicadas por un asterisco.
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Figura 12. Expresion de progranulina después de 72 y 144 horas de incubacién de las células TOV-21G en
presencia y ausencia de resveratrol. A) Western blot representativo con la expresion de progranulina y actina
utilizada como control interno. B) Grafica con los resultados después del andlisis de 3 experimentos
realizados. Los resultados representan la media + EEM. C) La viabilidad celular fue determinada con el
ensayo de azul tripan y D) La proliferacion celular fue evaluada por la cuantificacion de la conversion de XTT.
Como prueba estadistica se utiliz6 una ANOVA y las diferencias significativas (p<0.05) estan indicadas por un
asterisco.
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VII. DISCUSION

La ascitis presente en cancer de ovario es la acumulacion de liquido en la cavidad
abdominal o peritoneal que esta constituido por células neoplasicas y no neoplasicas,
ademas de factores de crecimiento, citocinas u otras proteinas que estimulan la sobrevida
de las células y promueven la carcinogénesis ovérica (34, 35). La progranulina es un
factor de crecimiento con importantes funciones en céancer de ovario como son la
proliferacién, migracion e invasion celular, transformacion maligna y quimioresistencia,
efectos que han sido valorados tanto en estudios in vitro e in vivo (26). Por sus funciones
hasta el momento conocidas en esta patologia sabemos que la progranulina esta
presente en el liquido de ascitis y pudiera estar participando en la carcinogénesis que

promueve la ascitis.

En la presente tesis valoramos el efecto del resveratrol (miembro de un grupo de
compuesto vegetales llamados polifenoles) (64) sobre la expresién de la progranulina
intracelular en lineas celulares derivadas de tumores ovaricos y en células tumorales
derivadas de liquido de ascitis de pacientes con cancer de ovario. Ademas, de la
cuantificacién de esta proteina al ser secretada al medio de cultivo por parte de estas
tltimas células. Esta tesis forma parte de un proyecto en donde también se valoré la
secrecion al medio de cultivo de citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-8) y
otros factores de crecimiento (VEGF y EGF) que se sabe estan presentes en la ascitis.
Esto surge como una necesidad de buscar nuevas alternativas de tratamiento para esta

patologia.

Previamente y con la finalidad de encontrar dosis bajas de resveratrol que no
fueran toxicas para las células, nosotros valoramos en lineas celulares derivadas de
cancer de ovario (datos no mostrados) diferentes concentraciones de resveratrol por
periodos largos de incubacion, de esta manera se seleccionaron las dos dosis utilizadas
en el presente proyecto (6.25 y 12.5 uM). Ademas, es importante mencionar que en un
estudio previo no se observo toxicidad celular al utilizar estas mismas concentraciones
(65). Sin embargo, para descartar nuevamente que la disminucion de la expresion de la
progranulina intracelular o de la secretada al medio de cultivo no fuera debido a una
toxicidad del compuesto y/o como consecuencia a una muerte celular, se valoré la

viabilidad celular. Se pudo observar que la viabilidad de las células fue adecuada ya que
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se mantuvo por encima de un 90% (con respecto al 100% del control) en todos los

cultivos por lo que descartamos que la disminucién de progranulina sea debido a esto.

Los resultados del presente proyecto mostraron que después del tratamiento con
resveratrol, la expresion de progranulina intracelular disminuy6 en las lineas celulares
OVCAR-3 y TOV-21G desde las 72 horas de tratamiento y con ambas dosis (6.25y 12.5
KUM) del compuesto y esta disminucién se mantuvo a las 144 horas de tratamiento en las
células OVCAR-3, pero una mayor reduccion en la expresion de la progranulina se
observé en las células TOV-21G (Figura 11 y 12). En las células tumorales derivadas del
liquido de ascitis a las 72 horas de tratamiento con resveratrol no se observd una
disminucion de la expresion de progranulina, pero este efecto si se presenté a las 144
horas con ambas dosis del polifenol. A pesar de que a las 72 horas de tratamiento en las
células derivadas del liquido de ascitis no hubo disminucién de la expresion de
progranulina intracelular, la secrecién de ésta al medio de cultivo si disminuy6 en forma
significativa con ambas dosis de resveratrol y este efecto se mantuvo en forma similar a

las 144 horas de tratamiento (Figura 7 y 8).

Por estudios previos se sabe que el resveratrol disminuye la proliferacion celular
de diferentes tipos de células y a través de diversos mecanismos (66). En células de
cancer de prOstata se ha identificado que el resveratrol frena el ciclo celular en G/S2 lo
que sugiere la inhibicién de la actividad enzimatica responsable de duplicacion del DNA
(67). En células derivadas de carcinoma nasofaringeo se ha reportado que este
compuesto puede blogquear la via de sefalizacion pAKT1/p70S6K y la de mTOR, las
cuales participan en la induccién de proliferacién celular (68, 69). En nuestro laboratorio
tenemos datos (en vias de publicacién) de que la activacién de la via de PISK/AKT/mTOR
participa en la regulacion de la expresién de progranulina aumentando su expresién en
células TOV-21G, por lo tanto, consideramos que en el presente trabajo el resveratrol
pudiera estar bloqueando esta via de sefializacién y ser éste un posible mecanismo por el
cual disminuye la expresion de la progranulina intracelular. Sin embargo, son necesarios
mas estudios para establecer si la reduccion de la progranulina participa en la disminucién
de la proliferacion celular observada a las 144 horas de tratamiento con 12.5 uM de
resveratrol en la linea celular TOV-21G y en las células derivadas de liquidos de ascitis a

las 72 y 144 horas de tratamiento.

La reduccion de la expresion de progranulina intracelular o bien la secretada al

medio de cultivo pudiera estar relacionada con la disminucion en la proliferacion celular,
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debido a que un menor nimero de células producen menor cantidad de proteina. No
obstante, esto se pudo descartar ya que a pesar de que en las células OVCAR-3
observamos una disminucion de la expresion de progranulina con ambas dosis de
resveratrol y a las 72 y 144 horas de incubacion no hubo disminucién de la proliferacion
celular en forma significativa. Al igual que en las células derivadas de liquidos de ascitis,
donde la progranulina disminuy6 a las 144 horas de tratamiento con la dosis de 6.25 pM
de resveratrol, pero tampoco se observé una reduccion de la proliferacion celular.
Ademas, es importante sefialar que la proteina actina utilizada como control se mantuvo
constante aun en aquellas dosis y tiempo de incubacién en los que se presentd

disminucién de la proliferacién celular.

Los datos anteriormente sefialados nos hacen pensar que la disminucion de la
progranulina intracelular y la reduccion de la progranulina secretada al medio de cultivo
son producto de dos mecanismos independientes. La reduccién de esta proteina de forma
intracelular pudiera ser secundario al blogqueo de la via de sefializacion PI3K/AKT/mTOR
que produce el resveratrol y que ha sido descrito previamente en células de carcinoma
nasofaringeo (68, 69) y en células de leucemia mielocitica crénica (70). La via de
PI3K/AKT/mTOR es una de las vias que regulan la expresion de progranulina en la linea
celular TOV-21G (datos no publicados, tesis de un alumno de doctorado CEPJ), sin
embargo, se requieren mas estudios para corroborar que el bloqueo de estas vias sea el
mecanismo de su disminucion intracelular en las células de cancer de ovario. La
reducciéon de la secrecidn de progranulina al medio de cultivo por el resveratrol pudiera
estar asociado a otro mecansimo, ya que observamos que la secrecion de progranulina
por las células derivadas del liquido de ascitis se reduce sin haber una disminucién de su
expresion intracelular, como ya ha sido descrito para la proteina MCP-1 (moncyte
chemotatic protein-1) (71). Una disminucién en la actividad de la via de sefializacion de
NF-kB producida por el resveratrol (72) pudiera estar asociada a la reduccion de la
secrecion de proteinas al medio de cultivo por parte de macréfagos, como la reduccion de
la secrecion de TNF-q, IL-1R y éxido nitrico por macréfagos peritoneales de rata (73) o
TNF-a por macréfagos RAW 264.7 derivados de ratén (74). Este mecanismo pudiera estar
asociado en la disminucion de la secrecion de la progranulina al medio de cultivo por parte
de las células de cancer de ovario estudiadas en este proyecto y tratadas con resveratrol,
ya que previamente se ha observado que la inhibicion de NF-kB en la linea celular HL-60

de leucemia promielocitica induce cambios en la expresion de progranulina (75), sin
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embargo, se requieren futuros estudios para confirmar esta asociacion en la células

derivadas de cancer de ovario.

Por los efectos conocidos de la progranulina en cancer de ovario, su disminucion
intracelular y la secretada al medio de cultivo observada en las células de cancer de
ovario tratadas con resveratrol, son una evidencia mas de los efectos que tiene este
compuesto como anticancerigeno (64, 66, 76). Por lo tanto, estas evidencias ayudan a
proponer al resveratrol como una posible alternativa de tratamiento en pacientes con

ascitis y cancer de ovario.
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VIIl. CONCLUSIONES

1. Las células tumorales presentes en el liquido de ascitis de pacientes con cancer de
ovario secretan el factor de crecimiento progranulina hacia este liquido.

2. El resveratrol reduce la expresién de la progranulina intracelular en las lineas
celulares derivadas de tumores ovaricos y en las células neoplasicas obtenidas del

liguido de ascitis.

3. Las células neoplasicas derivadas del liquido de ascitis reducen la secrecién de
progranulina al medio de cultivo al ser tratadas con bajas dosis de resveratrol y este

efecto parece ser independiente de la reduccién de su expresioén intracelular.

4. Los efectos del resveratrol sobre la expresion y secrecion de progranulina, sugieren
que este compuesto pudiera tener los mismos efectos sobre otros factores de
crecimiento o citocinas presentes en el liquido de ascitis. Ademas, la inhibicién de la
expresion y secrecién de progranulina pudiera representar un mecanismo en el efecto

anticancerigeno del resveratrol.
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IX. PERSPECTIVAS

1. El resveratrol pudiera ser una alternativa de tratamiento para tratar de frenar la
carcinogénesis inducida por el liquido de ascitis en cancer de ovario. Para
corroborar esto, como una segunda fase del proyecto se pretende realizar un
estudio in vivo en ratones para determinar si el efecto de este compuesto sobre

la progranulina se mantiene en un modelo de cancer de ovario y ascitis.

2. Creemos que el resveratrol en un futuro podria coadyuvar a la terapia de
pacientes con cancer de ovario para evitar una reincidencia de carcinogénesis

una vez que el paciente haya tomado su ciclo de quimioterapia.
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