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1. RESUMEN

En la actualidad el cancer de ovario ocupa el octavo lugar a nivel mundial en
incidencia y séptimo en mortalidad de las neoplasias diagnosticadas en mujeres.
En México es el sexto en incidencia y en mortalidad de todos los canceres de la
mujer. Su letalidad es consecuencia de una deteccion tardia y a una
sintomatologia poco especifica que se confunde con patologias relativamente
frecuentes del sistema gastrointestinal y/o genitourinario. Esto aunado a la
ausencia de pruebas de tamizaje y a la quimio resistencia que se presenta en
un buen numero de casos; son factores que hacen que este cancer represente
un problema de salud publica, y un reto para su diagndstico y abordaje prematuro
que es fundamental para un mejor prondstico. Por lo cual, es necesario conocer
nuevos elementos que favorezcan el famizaje y el diagndstico oportuno.
Estudios previos han demostrado el papel de las hormonas esteroides sexuales
y de sus receptores en el cancer epitelial de ovario, Asimismo, algunas enzimas
como las metaloproteinasas podrian tener una participacion importante en
diferentes eventos propios de esta patologia como son: carcinogénesis,
migracion. Invasidn, angiogénesis, desregulacion del ciclo celular, y con ello
promover procesos celulares fundamentales para el crecimiento y la progresion
tumoral. El objetivo del presente estudio es evaluar la frecuencia de expresion
de los receptores de hormonas esteroideas sexuales (receptor de androgenos,
el receptor de estrogenos alfa, el receptor de progesterona) y de las
metaloproteinasas MMP-2, MMP-9 y MMP-8 en carcinomas de ovario y

asociarlos a las caracteristicas clinicas y a la sobrevida total de las pacientes



para identificar su impacto como factores pronésticos. Este es un trabajo
retrospectivo con un tamafio de muestra de 111 tumores con diagnostico
anatomopatologico de cancer primario epitelial de ovario, obtenidas del Instituto
Nacional de Cancerologia (INCan). El manejo de los tejidos fue de acuerdo con
los protocolos establecidos para los bancos de tumoresinternacionales y fueron
aprobados por los Comités de ética de las Instituciones y del hospital
participantes. Las metaloproteinasas, MMP-2, MMP-8 y MMP9 estan presentes
en el epitelio y el estroma de los tumores de ovario. MMP-2 se encuentra con
mayor frecuencia en el estroma de los tumores epiteliales de ovario. Los
receptores a hormonas sexuales: ERa, PR y AR estan presentes en el epitelio
de los distintos tipos de tumores epiteliales de ovario. La coexpresién del
receptor de androgenos con las metaloproteinasas esta asociada a un peor
prondstico en la sobrevida global de estas pacientes, lo que permite
proponer a esta combinacibn como un factor prondstico de sobrevida en

pacientes con cancer epitelial de ovario..



2. INTRODUCCION

El cancer de ovario es la segunda neoplasia ginecol6gica mas comun en los paises
desarrollados y la tercera neoplasia ginecolégica mas comun en los paises en
desarrollo (el cancer de cuello uterino es el mas comun) [1]. Asimismo, es la
segunda neoplasia maligna ginecolégica mas comun y la causa mas comun de
muerte por cancer ginecologico en los Estados Unidos. La edad promedio en el
momento del diagndstico de cancer de ovario en los Estados Unidos es de 63

anos [2].

En el mundo mas de 295.000 mujeres fueron diagnosticadas con cancer de ovario
en 2018 y casi 185.000 murieron a causa de esta enfermedad [3]. En los paises de
ingresos altos, es el tercer cancer ginecoldégico mas comun. Por otra parte, en
paises de bajos ingresos el cancer de cuello uterino es el cancer ginecologico mas
comun, seguido del carcinoma de ovario. En los Estados Unidos, hay
aproximadamente 21,400 casos nuevos y 13,800 muertes relacionadas cada afo
por cancer de ovario, lo que la convierte en la segunda neoplasia maligna
ginecologica mas comun, la causa mas comun de muerte por cancer ginecologico.
y la quinta causa principal de muerte por cancer en mujeres, los canceres de pulmon

y bronquios, mama, colon y pancreas son mas frecuentes [4].

Segun los datos de la base de datos nacional de cancer de los Estados Unidos de
vigilancia, epidemiologia y resultados finales (SEER), aproximadamente el 1.3 por
ciento de las mujeres en los Estados Unidos seran diagnosticadas con cancer de
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ovario en algun momento de su vida [5]. Las tasas de incidencia son mas altas en
las mujeres blancas (11,9 por 100.000) que en las mujeres hispanas (10,3 por
100.000), asiaticas (9,4 por 100.000), negras (9,2 por 100.000) o india americanas
(8,1 por 100.000). 100.000). Las tasas de incidencia han ido disminuyendo: de

16,3 por 100.000 mujeres en 1975 a 10,1 por 100.000 en 2016. [6].

En México no existen bases de datos estadisticos sobre esta patologia, sin
embargo, se estima que la incidencia del cancer de ovario es menor a la del cancer
de mama, cervicouterino, tiroides, colorrectal y de utero. Es decir, es el tercero en
incidencia de los canceres ginecoldgicos. Para la mortalidad su incidencia es menor
que la del cancer de mama, cervicouterino, higado, colorrectal y estbmago, esto

significa que de los canceres ginecoldgicos es el segundo de mayor mortalidad [7].

La historia natural del cancer de ovario se conoce hace mas de 150 anos, pero en
este periodo no se ha modificado su mortalidad, aunque si, su incidencia en
consecuencia de herramientas empleadas para su diagnostico. En las dos ultimas
décadas hubo mejorias en la supervivencia global a cinco afos, que se ha
incrementado de 30 a 50% con tratamientos con cisplatino; y de 20 a 25% en
mujeres con tumores avanzados. En Europa, mas de un tercio de las mujeres con
cancer de ovario vive cinco afos posteriores a su diagnostico [8]. La pobre
supervivencia se relaciona con el retraso en el diagnéstico que hace que lamayoria
de los casos se encuentre en etapas avanzadas de la enfermedad Es de

resaltar que se trata de una neoplasia que reacciona favorablemente a la



quimioterapia sistémica mayor a 80% de los casos, cuando se acompafia de cirugia
cito-reductora oOptima. A pesar de la respuesta completa con quimioterapia de
primera linea, la recidiva por cancer de ovario del tipo epitelial se observa en mas

de 50% de las mujeres [9].

2.1. Clasificacion del Cancer Epitelial de Ovario

La clasificacion del cancer epitelial de ovario se establece mediante tres principales
criterios, el molecular, el genético y el histopatoldgico, siendo este el ultimo el mas
utilizado debido a su practicidad para realizar el diagndstico y menor costo
econdmico. En la clasificacion, se toman en cuenta las caracteristicas histoldgicas
del tejido, como estructura tisular, morfologia epitelial, diferenciacion celular,
numero de mitosis, atipias nucleares, infiltracion linfocitaria, entre otras. Deacuerdo
a ellos los tumores epiteliales de ovario los podemos dividir en benignos, limitrofes
y carcinomas. Los principales subtipos histologicos de los carcinomas que se
presentan dentro de la poblacion se categorizan de acuerdo a su incidencia, siendo
los carcinomas serosos los mas frecuentes, de los cuales los serosos de alto grado
(HGSC, por sus siglas en inglés) representan hasta el 60%- 70% de los casos,
seguidos de los tumores endometrioides con un 10%, tumores células claras 10%,
seroso de bajo grado (LGSC) en un 5-10%, y mucinosos con 3-4%, sin embargo, la
incidencia de cada uno de estos varia de acuerdo a diversos factores tales como,

pais de origen, dieta, sedentarismo, etnia, entre otros [10).



2.2. Etapas clinicas del cancer epitelial de ovario

En 2014, el Comité de Oncologia Ginecologica de la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia, FIGO, reviso la estadificacion para incorporar el cancer
de ovario, de las trompas de Falopio y peritoneal en el mismo sistema [11, 12].
Aunque las tomografias computarizadas pueden delinear la diseminacion
intraabdominal de la enfermedad hasta cierto punto, los canceres de ovario, de las
trompas de Falopio y peritoneales se deben estadificar quirurgicamente. Los
hallazgos quirurgicos son fundamentales el diagndstico histologico preciso, el
estadio y, por lo tanto, el prondstico del paciente [13, 14, 15].

En pacientes seleccionados con enfermedad en etapa avanzada, puede ser
apropiado iniciar la quimioterapia antes de la intervencion quirurgica, y en estos
casos debe haber una confirmacion histoldgica o citoldgica del diagnostico antes de
comenzar la quimioterapia de induccion [16, 17, 18). Para la estadificacion se
considera, el sitio primario del tumor, las vias de drenaje linfatico y otros sitios

metastasicos.

1. El sitio primario: Los tumores epiteliales ovaricos pueden surgir dentro de
endometriosis o inclusiones corticales del epitelio mulleriano,probablemente
una forma de endosalpingiosis. Estos incluyen carcinomas endometrioides
de bajo grado, carcinomas de células claras, carcinomas serosos de bajo

grado, limitrofes y carcinomas mucinosos. Se cree que



estos tumores evolucionan lentamente a partir de condiciones precursoras
de menor grado (quistes endometridsicos, cistoadenomas, etc.) y se
clasifican como tumores tipo I. Los carcinomas de las trompas de Falopio
surgen en la parte distal de estas y la mayoria de estos son carcinomas
serosos de alto grado. Se cree que evolucionan rapidamente a partir de otras
lesiones precursora y se denominan tumores de tipo Il. Este ultimo grupo
incluye carcinomas endometrioides y carcinosarcomas de alto grado. Todos
estos carcinomas de alto grado frecuentemente se asocian conmutaciones
en el gen TP53 [19, 20).

Drenaje linfatico: El drenaje linfatico de los ovarios y las trompas de Falopio
se realiza a través de las vias utero-ovarica, infundibulo-pélvica y del
ligamento redondo y una via accesoria iliaca externa hacia los siguientes
ganglios linfaticos regionales: iliaca externa, iliaca comun, hipogastrica,sacra
lateral, linfa para-aodrtica. y ocasionalmente, a los ganglios inguinales. Las
superficies peritoneales pueden drenar a través de los vasos linfaticos
diafragmaticos y, por tanto, a los principales vasos venosos por encima del
diafragma [13, 17, 21, 22).

Otros sitios de metastasis: El peritoneo, incluidos el epipldn y las visceras
pélvicas y abdominales, es el sitio mas frecuente de diseminacion de los
canceres de ovario y de las trompas de Falopio. Esto incluye las superficies
diafragmatica y hepatica. También se observa afectacion pleural. Otrossitios
extraperitoneales o extra pleurales son relativamente poco comunes, pero

pueden ocurrir. [17, 21, 22).



En resumen, la clasificacion de esta enfermedad se agrupa en cuatro etapas
principales, siendo la etapa | en la que se presentan los tumores menos
diseminados, la masa tumoral se encuentra limitada en uno o ambos ovarios. En
el caso de la etapa clinica Il involucra a los ovarios y la cavidad pélvica; la etapa Il
a los ovarios, la cavidad pélvica, presenta implantes en el peritoneo y metastasis a
nivel de nodulos linfaticos y la ultima etapa corresponde a la etapa clinica IV que

es determinada cuando ya hay metastasis a distancia a otros érganos

2.2.1. Tumores serosos limitrofes

Este tipo de tumores no son considerados como tumores con “potencial maligno”
debido a que la gran mayoria no presenta caracteristicas invasivas, a diferencia de
otros tipos de carcinomas; son de prondstico favorable para las pacientes que lo
desarrollan, presentan alto porcentaje de células en mitosis y atipicas nucleares
comparados con tumores benignos, pese a que no son considerados como tumores
de alto riesgo, cerca del 10% de estos pueden desarrollar implantes en el peritoneo
y dar origen a carcinomas serosos de bajo grado (LGSC, por sus siglas en inglés),
[23, 24). Asimismo, ambas entidades se han visto coexistiendo por lo que se les
atribuyen diversas alteraciones compartidas en KRAS y BRAF en el 30% de los
tumores serosos limitrofes. La mayoria de los tumores serosos limitrofes, son
quistes uniloculares o multiloculares con formaciones micro- papilares, las cuales

presentan estructuras complejas pero que mantienen su
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arquitectura tisular, presentan un epitelio que asemeja a las células secretoras de

la trompa de Falopio (23).

2.2.2. Carcinomas serosos de bajo grado

Este tipo de tumores corresponden al 5-10% de los tumores epiteliales de ovario,
presentan papilas y al momento de su diagndstico [24, 25), puede presentarse en
uno o ambos ovarios, son considerados como tumores que provienen de micro
invasiones a partir de los tumores limitrofes, sin embargo, diversos estudios los
catalogan como entidades diferentes, presentan mutaciones en KRAS y BRAF en
un 19% y 38%, respectivamente. Asimismo, alteraciones en genes ERBB2 han sido
bien identificados, los cuales se han visto sobre todo asociados a la via de lasMAPK
relacionada con procesos de proliferacién y migracion celular [26, 27), sin embargo,

las pacientes con este tipo de mutaciones presentan un mejor prondstico [25).

2.2.3. Carcinomas serosos de alto grado

Los carcinomas serosos de alto grado (HGSC por sus siglas en inglés) son los que
se presentan en mayor frecuencia, representan alrededor del 60-70% de lostumores
diagnosticados, y generalmente se detectan en etapas avanzadas de la enfermedad
[24, 25], al igual que en los tumores limitrofes y LGSC estos tumores se asemejan

a tejido de la tuba uterina, presentan papilas y en su mayoria son
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sélidos, ademas de presentar gran cantidad de mitosis atipicas asociadas y
pleiomorfismos nucleares, estos carcinomas se asocia a mutaciones en genes
relacionados con la reparacion del DNA como es el caso de BRCA 1 y BRCA 2 del
15-20% de los casos principalmente cuando hay antecedentes familiares, otro
caso es el de TP53 que es de los genes que se asocia principalmente a este tipo de
tumor hasta en un 97% (25; 26, 27); a pesar de que los HGSC son caracterizados
como carcinomas de ovario, se ha propuesto que la mayoria de estos tienen un
origen distinto, se postula que el origen de estos carcinomas es enlas fimbrias de la
tuba de Falopio, a partir de lesiones precursoras, denominadas carcinomas
intraepiteliales de la serosa de la tuba (STIC, serous tubalintraepithelial carcinoma),
las cuales sufren cambios morfologicos y genéticos que tienen la capacidad de
invadir el tejido ovarico al brindar un mejor microambiente para la sobrevida de las
células tumorales [24, 26, 28]. Asimismo, se ha descrito elriesgo de desarrollar
HGSC cuando presentan STICs, no obstante, pese a que el origen de los
carcinomas serosos de alto grado se relaciona con las STICs,también se atribuye
su formacion a cambios en tumores serosos de bajo grado o amutaciones propias
del epitelio de la superficie ovarica (ESO) que dan origen a losHGSC; presentan alto
porcentaje de proliferacion celular medido por Ki67 [24, 26].Ademas, en este subtipo
histologico se ha observado un comportamiento atipico donde una alta
concentracion de CA-125 inicial parece no siempre asociarse a un mal prondstico

[84]
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2.2.4. Carcinomas endometrioides

Este tipo de tumores representa el 10% de los carcinomas de ovario, son quisticos
o solidos, y se han asociado a buen pronéstico en etapas tempranas de la
enfermedad y se estima que el 28% de estos son de localizacion bilateral [24], se
han asociado a padecimientos como sindrome de Lynch y a endometriosis, en el
42% de las pacientes, asimismo, su origen puede ser derivado de cancer de
endometrio en el 20% de los diagnosticados, a diferencia de los LGSC y HGSC este
tipo de carcinomas se asocia con mutaciones en genes relacionados con las vias
WNT/B-catenin and PI3K/PTEN en el 20% [24, 25], por otro lado, mutacionesen
ARID1A se han asociado tanto en carcinomas endometrioides como en carcinomas

de células claras [19].

2.2.5. Carcinoma mucinoso

Este tipo de tumores representan del 3-4%, pueden ser clasificados en tumores
mucinosos limitrofes y carcinomas mucinosos [23; 25], el primer tipo corresponden
a tumores con bajo nivel invasivo, de superficie lisa, presentan multiples regiones
quisticas, presentan en el interior de sus células gran cantidad de mucosidad, lo
cual se atribuye al epitelio cilindrico de tipo gastrointestinal, presenta nucleos
basales, su supervivencia es favorable cuando es detectada en estadio clinico |,
interesante es el hecho de que, tanto los de tipo limitrofe como los carcinomas

mucinosos pueden coexistir dentro del mismo tumor [23, 24], Estos presentan

13



mutaciones en KRAS en el 92% de los tumores limitrofes mucinosos y en 64% de
los carcinomas mucinosos. Esto se traduce en un panorama alentador cuando son
diagnosticados en estadios tempranos de la enfermedad y de localizacion
unilocular, sin embargo, el prondstico de las pacientes es bajo al ser diagnosticadas
en etapas tardias, y asociarse a mutaciones en TP53 en el 68% y Her2 en el 18%

de los casos [24, 25].

2.2.6. Carcinoma de células claras

Su incidencia es del 5%, sin embargo, en paises como Japén puede presentarse en
el 25% de los casos, son tumores por lo general sélidos y microscépicamente
presentan un nucleo claramente picnéticasos, [oplasma rico en glucogeno y bajo
porcentaje de mitosis, aun no esta del todo claro el origen de este tipo de tumores
(25], sin embargo, se relacionan con el subtipo endometriode ya que comparten
factores que involucran su desarrollo, el sindrome de Lynch, endometriosis y
mutaciones en ARID1A del 46-57% de los casos,[29,30], por otra parte, se ha
reportado la ausencia de expresion de PTEN en el 40%. Asimismo cambios en la
expresion del factor nuclear 1beta del hepatocito (HNF-1[3), se encuentra elevado
en este tipo de carcinomas, este factor se encuentra actuando principalmente en
hepatocitos y participa en la sintesis de glucogeno y participa en la fase tardia
secretora del endometrio y durante la gestacion ademas de estar participando en
la regulacion de genes y proteinas relacionados con la carcinogénesis de este tipo

de tumores como anexina 4 relacionada con la resistencia al paclitaxel [24].
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2.3.Receptores de hormonas esteroides sexuales

Las hormonas desempefian multiples procesos biolégicos en el organismo, sin
embargo, en la mayoria de los casos es indispensable que estas se unan a
receptores especificos para llevar a cabo su funcion, existen diversos tipos de
receptores asociados a cada hormona, entre los que destacan los receptores de
hormonas esteroides sexuales, los cuales, al ser activados regulan procesos
asociados, a eventos principalmente reproductivos [31; 32]. Los receptores de
hormonas esteroides sexuales pertenecen a la super familia de los receptores
nucleares de Clase |, actuando como factores de transcripcion [33, 34. 35], entre
estos se encuentran, el receptor de androgenos (AR), el receptor de estrogenos
(ER) y el receptor de progesterona (PR), estas proteinas presentan dos dominios
de transactivacidon y una regidn bisagra, el AF-1 (A/B) localizado en el extremo N-
terminal, AF-2, en el extremo C-terminal, un dominio de union al ligando (LBD), uno
de unién al ADN, el cual presenta secuencias conservadas entre cada tipo de

receptor o isoformas asociadas a estos [36, 37].

La activacion de los receptores de hormonas esteroides sexuales, se lleva a cabo
una vez que la hormona atraviesa la bicapa lipidica de la membrana plasmatica y
contacta con su receptor especifico, el cual permanece unido a proteinas de choque
térmico (HSP por sus siglas en inglés) hasta que son reconocidas por las secuencias
complementarias de la hormona en el citoplasma de la célula, una vez que se lleva
a cabo el reconocimiento entre la hormona y el receptor se disocia la HSP, seguido

de cambios conformacionales que promueven su mejor
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acoplamiento, se llevan a cabo dimerizaciones que al translocar al nucleo
reconocen secuencias palindromas que permiten la union en los sitios DBD y se
unen a los elementos de respuesta al ADN, asimismo, se reclutan al complejo,
proteinas co-activadoras o co-reguladoras de la transcripcion de sus genes blanco,

relacionadas de manera tejido especifico [32, 38, 39].

2.3.1. Receptor de Andrégenos

El receptor de andrégenos es una proteina conformada por 919 aminoacidos,
pertenece a la super familia de los receptores nucleares Clase |, tiene un peso
molecular de 110 kDa, se encuentra localizado en el cromosoma X (locus Xg11-
Xq12) y esta conformado por ocho exones [40]. Se encuentra participando en el
mantenimiento de los caracteres sexuales secundarios, la espermatogénesis en la
diferenciacion sexual, sindromes relacionados a alteraciones genéticas, como el
caso del sindrome de feminizacion testicular [41], hasta su participacion en diversos
tipos de cancer, como prostata y mama [42] estos procesos estan mediados
principalmente por la testosterona y la dehidrotestosterona, la mayoria de los
procesos bioldgicos relacionados a la hormona y su receptor estan asociados a
efectos fisiologicos en el hombre. Sin embargo, también se encuentran realizando
funciones fisiologicas importantes en la mujer; intervienen en en el desarrollo y
mantenimiento del tejido ovarico, las trompas de Falopio y el endometrio [43]. El
receptor de androgenos al igual que el de progesterona y estrogenos actua como
factor de transcripcion, asimismo, puede estar interactuando en diversas vias de
sefalizacion, como la via PI3K/Akt/mTOR,
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PTEN, la via de EGFR entre otras, [44], esto le permite al receptor poder amplificar
la sefial activando diversas proteinas mediadas por segundos mensajeros. Estos
receptores pueden estar efectuando diversos procesos celulares estando anclados
a la membrana plasmatica, esto lo hacen debido a que presentan sitios de
palmitoilacién en el dominio E del receptor, esto les permite llevar a cabo funciones

que requieren una activacion intracelular [45].

2.3.2. Receptores de estrégenos

Existen diversos tipos de receptores de estrogenos, entre los cuales se encuentran
los receptores nucleares, los receptores de membrana y los receptoresacoplados a
proteinas G, cada uno de ellos tiene la capacidad de contactar a su ligando para
llevar a cabo una accion biolégica [45]. En el caso de los receptores nucleares se
ha descrito dos isoformas ERa y ERB, ambos comparten mas del 95% de
homologia en su sitio de union al ADN; su transcripcion se lleva a cabopor genes
localizados en diferentes cromosomas (cromosoma 6 y 14 respectivamente), en el
caso del ERa se encuentra expresado en la glandula mamaria, utero, ovario, hueso
testiculo y epididimo, mientras que el ER[ se encuentra distribuido en proéstata,
vejiga, epitelio del ovario, tejido adiposo y colon [45, 46]; asimismo, la funcion
biolégica de cada uno de ellos se encuentra limitadaal balance que presenta cada
receptor, en el caso del ERa se ha asociado principalmente a procesos de
proliferacion celular por lo que se ha visto asociadoa diversos tipos de cancer
dependientes de estrogenos como cancer de mama y cancer de endometrio,
mientras que el ERB se relaciona con funciones anti

17



proliferativas, en algunos estudios lo refieren como un marcador de buen prondstico

como por ejemplo en el cancer de ovario [47].

2.3.3. Receptor de estréogenos alfa
El receptor de estrégenos alfa (ERa) a diferencia del ERB presenta una mayor
actividad transcripcional debido a que en sus extremo N-terminal tiene un excedente
en su secuencia de aminoacidos, mientras que el ER[3 tiene una secuencia de 530
el ERa presenta una secuencia total de 595 [35]. El ERa se encuentra localizado en
el cromosoma 6g25.1 y es codificado por el ESR1, tiene un peso molecular de 66
kDa, sin embargo, cuenta con otras isoformas de menor tamafio (36kDa y 46kDa)
como producto de splicings alternativos, los cualescarecen de NTD y del dominio
AF-1, [51], se encuentra expresado principalmente en o6rganos y tejidos
reproductivos, sin embargo, esta distribuido en todo el cuerpo, especialmente en
mama, utero ovario, rifidn, higado y cerebro [47, 48, 49]. Este tipo de receptor actua
como factor de transcripcion nuclear, por lo que presente una sefalizacion de tipo
canonica, induciendo la transcripcion de genes blancos, participa en procesos de
diferenciacion celular, proliferacion y apoptosis, sin embargo, estas caracteristicas
han relacionado al ERa directamente con el desarrollo de cancer de mama y cancer

de endometrio [50].

2.3.4. Receptor de estréogenos 3

Se encuentra codificado por el ESR2 localizado en el cromosoma 14q22-24,

presenta un peso molecular de 60 kDa presenta cinco isoformas de menor tamafio
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con modificaciones en el extremo carboxilo terminal y LBD, se encuentra distribuido
en ovarios, pulmones, tracto gastrointestinal, vejiga y sistema nervioso [47, 48, 49,
51]. A pesar de que el ERB y el ERa se encuentran codificados por genes distintos,
ambos presentan sitios de union al ligando altamente conservados, asimismo,
tienen la capacidad de formar heterodimeros, lo que les confiere una mayor
actividad bioloégica ademas de que el ERB suprime la actividaddel ERa [35); tanto el
receptor alfa como el beta, pueden interactuar con otras moléculas que amplifican
la sefalizacion rio abajo, tales como proteinas G, receptores con actividad de
tirosina-cinasa, asi como receptores asociados afactores de crecimiento, como el
factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y el factor de crecimiento semejante a la
insulina tipo1 (IGF-1), asimismo, pueden interactuar con moléculas de senalizacion
como Src, PI3K, ErbB2 y con proteinas adaptadoras como Shc, SH2, lo cual facilita
la interaccion con proteinas que participan en procesos relacionados con
proliferacion, diferenciacion y apoptosis, como las vias de las MAPK y Akt, vias que
se han visto alteradas en algunos tiposde cancer como en mama, ovario, utero y
endometrio, los cuales se han relacionado con la expresion tanto del ERB como el

ERa [51]

2.3.5. GPER1

A diferencia de los receptores nucleares, el GPER1 o como anteriormente se le
conocia como GPER30, se encuentra localizado en el cromosoma 7p22.3, es un
receptor de siete dominios transmembranales acoplado a proteinas G, tiene un peso
molecular de 44kDa, se encuentra distribuido en diversos tejidos como utero,
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hueso, sistema nervioso, etc., una vez que su ligando se une al receptor se llevan a
cabo sefalizaciones de accién rapida mediadas por la activacion de la adenilato
ciclasa, los cuales incrementan las concentraciones de AMP ciclico, promoviendo
movilizaciones de calcio que permitiendo la sintesis y activacion del fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato, permitiendo la accion de segundos mensajeros para una activacion
intracelular [51, 52]; asimismo, el GPER1 puede estar mediando la via gendmica y
promover la transcripcidon de genes especificos, esto debido a que durante la
sefalizacion puede estar interactuando con los receptoresde estrogenos nucleares
[53]. EI GPER1, puede participar en procesos de proliferacion celular mediados por
17-B estradiol en tejidos que no expresanalguno de los receptores nucleares
clasicos, por lo que se ha visto asociado a diversos tipos de cancer como en mama,
tiroides y ovario, su expresidn se ha asociado con mayor agresividad en lineas
celulares [53, 54] por lo que recientemente el GPER1 ha sido propuesto como
blanco terapéutico para enfermedades metabdlicas, cardiovasculares, del sistema

nervioso, y en cancer [54].

2.3.6. Receptor de progesterona

Pertenece a la super familia de los receptores nucleares de Clase |, se encuentra
localizado en el cromosoma 11922-923, cuenta con dos sitios de transcripcion
codificados por dos promotores distintos, los cuales dan como resultado tres
isoformas del receptor, la primera de estas de mayor tamafio es la PR-B de 116 kDa

, PR-A de 94 kDa, PR-C 60 kDa, en las primeras dos isoformas, las
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secuencias del dominio de unién al ADN, la region bisagra, y el dominio de union
al ligando son las mismas, la diferencia entre ambos radica en el extremo amino
terminal, ademas de la diferencia de 164 aminoacidos en el PR-A, mientras que
para PR-C carece del dominio de union al ADN, por lo que transcripcionalmente es
inactivo [55, 56, 57]. No obstante, pese a que el PR-B y PR-A, presentan una alta
homologia en la secuencia de aminoacidos, cada uno de ellos presenta unafuncién
organo especifica, de tal manera, que el PR-B es necesario para eldesarrollo de
glandula mamaria, mientras que el PR-A, es necesario para eldesarrollo uterino [56].
El PR puede actuar por dos vias principales, la gendmica yla no genoémica, en la
primera, el PR actua como factor de transcripcion regulando la transcripcion de
genes blanco mientras que en la via no gendmica el PR se encuentra anclado a la
membrana plasmatica acoplado a proteinas G, al activarse desencadena una serie
de activaciones o inhibiciones que permiten que se lleve a cabo de manera mas
rapida una determinada funcidn [57], La activacibn de ciertas proteinas
citoplasmicas, tales comola Src, ERK/MAPK y su interaccion consefalizaciones
extra nucleares se asocian a patologias como el cancer de mama, pulmén, utero y

ovario [56].

2.4. Metaloproteinasas de Matriz

Las metaloproteinasas de matriz MMPs son enzimas proteoliticas que actuan sobre
los componentes de la matriz extracelular como la colagena, fibronectina, laminina,
y también sobre receptores de superficie, moléculas de adhesion celular y factores
de crecimiento como el EGF y el TGFB [58]. Son importantes en el
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desarrollo embrionario, el embarazo, la angiogénesis y en eventos patolégicos como
enfermedades cardiovasculares, autoinmunes, ateroesclerosis y la progresion
tumoral. Se da la remodelacion de la matriz extracelular tanto en procesos
fisiologicos como patolégicos como la transicion epitelio-mesénquima, la
proliferacion, la migracion e invasion celular, supresion de la apoptosis y la
inestabilidad gendmica [59, 60]. En neoplasias humanas se ha mostrado que estas
enzimas son producidas por células del estroma que rodea a las células malignas,
aunque también algunas de ellas se expresan en células epiteliales como la MMP7
y excepcionalmente las MMP2 y MMP9. Ademas, en los carcinomas ovaricos se ha
demostrado que la MMP-9 esta elevada en el tejido maligno y en el suero de las
pacientes, participando en la formacion de metastasis promoviendo la invasion
celular a través de la degradacién de la membrana basal; los niveles de MMP-9 se
correlacion positivamente con la agresividad tumoral y confieren un mal prondstico

[61].

Se ha demostrado que los carcinomas de ovario expresan las MMP-2-3,-7,-8,-9 y
sus inhibidores TIMPS-1,-2 y -3; contrario a lo que se reporta para los carcinomas
de mama, la MMP-8 se asocia a la progresiéon de los tumores de ovario mientras
que la MMP-2 y -9 se relacionan con la migracion e invasion celular y se asocian
con un prondstico en pacientes con carcinomas de ovario [62 - 64].

Pocos estudios han explorado la regulacion hormonal de las MMP; los estrogenos
y la progesterona incrementan la actividad enzimatica de MMP-2 en las células del
musculo liso vasculares [65], mientras que la DHT tiene efectos inversos sobre la

actividad de MMP-2 en estas mismas células [66].
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2.5. Marcadores tumorales

Actualmente los marcadores utilizados en el seguimiento de las pacientes con
carcinoma de ovario son el CA 125 y el HE4 que junto con el estado reproductivo
de la paciente se calcula un algoritmo. Para el antigeno de carbohidrato 125 (CA
125), es una glucoproteina de tipo mucinosa, producida por el gen MUC16 y
asociada con la membrana celular. Este biomarcador se usa con mayor frecuencia
para lesiones ovaricas. Se ha utilizado desde principios de la década de 1980
cuando Bast et al. aislé especificamente el anticuerpo monoclonal OC125 en el
tejido ovarico canceroso en comparacion con el tejido ovarico sano [67]. Su limite
superior es de 35 U / ml en pacientes pre y posmenopausicas [68]. Sin embargo,
esta medicidn no es muy sensible en las primeras fases del cancer de ovario (sélo
esta elevada en 23 a 50% de los casos en estadio |) [69]. Ademas, se pueden
observar niveles elevados de CA125 en suero en otras afecciones fisioldgicas o
patologicas (menstruacion, embarazo, endometriosis, enfermedades inflamatorias
del peritoneo) [70]. En un metaanalisis de Ferraro et al. [71], la especificidad de
CA125 para detectar el cancer de ovario fue del 78% (IC del 95%: 76-80).

Por otro lado, la proteina 4 del epididimo humano (HE4) es un nuevo biomarcador
que se ha evaluado actualmente para diagnosticar tumores malignos de ovario [68].
Es una glicoproteina que pertenece a la familia de seroproteinas acidas nucleares
de cuatro enlaces disulfuro (WFDC2) miembro a su vez de la familia de proteinas
con dominio Whey acidic protein (WAP, por sus siglas en inglés). Los principales
genes que codifican las proteinas WAP se encuentran principalmente en el

cromosoma 20qg12-13.1 [72]. Presentes en el suero, las proteinas WAP, que
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se compone de alrededor de 50 aminoacidos, y su funcion biolégica aun no se ha
identificado por completo [73]. HE4 contiene 2 dominios WAP, se aislo inicialmente
en el epididimo y podria desempenar un papel en la maduracion de los
espermatozoides [74]. Este biomarcador se expresa débilmente en los tejidos del
epitelio de los 6rganos respiratorios y reproductivos, pero se sobre expresa en los
tumores de ovario [75]. Yanaranop y col [76]. informaron una especificidad del 86%
para HE4, y el criterio de uso apropiado (AUC, por sus siglas en inglés) fue mayor
que el CA125 sélo, con valores de 0.893 y 0.865, respectivamente. Estos datos, de
acuerdo con los reportados en un estudio multicéntrico italiano reciente que incluyo
a 387 pacientes, mostraron que la HE4 para diagnosticar el cancer epitelial de ovario
parecia mas confiable que CA125 [77]. Los niveles de marcadorHE4 siempre
pueden interpretarse de acuerdo con el ensayo inmunoldgico empleado. El nivel de
corte de 70 pmol/L a menudo se usa para pacientes premenopausicas y 140 pmol /
L para pacientes menopausicas; pero a veces se emplea el nivel umbral de 140
pmol/L, o incluso otros valores cercanos [78]. Sin embargo, al contrario de CA125;
el tabaquismo parece ser un factor significativo que afecta las variaciones de HE4
en suero [79]. El nivel de HE4 aumenta del 20al 30% en los fumadores en
comparacion con los no fumadores [80]. Caso similar sucede con los
anticonceptivos hormonales combinados por lo que su interpretacién debe estar

sujeta a las caracteristicas individuales de cada paciente [81].
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2.6. Supervivencia

Por ultimo, el Algoritmo de riesgo de malignidad ovarica (ROMA) [82]. Asocia los
niveles de HE4 y CA125 de acuerdo con el estado de la menopausia, definido por
la falta de menstruacion o los signos clinicos de la menopausia durante 6 meses.
indice predictivo premenopausico (IP)

IP=-12.0+2.38 x LN (HE4) + 0.0626 x LN (CA125)

indice predictivo postmenopausico (IP)

IP=-8.09+1.04 x LN (HE4) + 0.732 x LN (CA125)

Probabilidad prevista (PP)

PP=exp (PI)/[1 + exp (PI)) x 100

Por lo tanto, el puntaje ROMA corresponde a la probabilidad pronosticada [PP) y
se expresa mediante una tasa porcentual. Se proponen diferentes niveles de corte
para mujeres no menopausicas, y otro para mujeres que han alcanzado la
menopausia. Segun el ensayo inmunologico para medir CA125 y HE4, los niveles
de corte pueden diferir para clasificar a los pacientes en un grupo de riesgo bajo o
alto [83]. Por lo que es indispensable saber qué método se utiliza o hacer referencia
a los valores normales dados por el laboratorio que realiza las pruebas para

interpretar correctamente los resultados de este algoritmo [78].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El cancer de ovario se diagnostica frecuentemente en estadios tardios cuando ya
se encuentra diseminado fuera de la cavidad pélvica; a pesar de que el tumor
primario es sensible al tratamiento habitual, alrededor del 70% de las pacientes
recae dentro de los dos afos posteriores al diagnostico y menos del 50% de ellas
sobreviven a los 5 afnos. Es bien conocido que el ovario es un érgano sensible a
hormonas y hay evidencias epidemioldgicas que sugieren que los androgenos
participan en la carcinogénesis ovarica, el AR es el receptor a hormonas esteroides
gue es mas frecuentemente expresado en los carcinomas de ovario; seha descrito
también que las MMP-2-8 y 9 participan en la migracion e invasion celular por lo que
este trabajo pretende aportar informacidn sobre la coexpresion de las
metaloproteinasas de matriz (MMP 2-8-9) y su correlacion con la expresion del AR;
asi como su significado como biomarcadores de la supervivencia global delas

pacientes con cancer epitelial de ovario.
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4. PREGUNTA

¢ El perfil de expresion de las metaloproteinasas MMP2, MMP8 y MMP9 en conjunto
con la de los receptores de hormonas esteroides sexuales modificara la
supervivencia global de las pacientes en los diferentes subtipos histolégicos de

carcinoma de ovario?
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5. HIPOTESIS

La expresion de las metaloproteinasas MMP2, MMP8 y MMP9 en asociacion con la
expresion del receptor de andrégenos en las distintas variantes histopatoldgicas de
carcinoma de ovario tiene un impacto en el prondstico de supervivencia en las

pacientes con esta neoplasia.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Evaluar la presencia de las metaloproteinasas MMP2, MMP8 y MMP9 y del receptor
de androgenos en muestras de tumores de carcinoma de ovario y su papel como

predictor de sobrevida en esta patologia

6.2. Objetivos Especificos

1. Evaluar la frecuencia de expresion y la localizacion de las metaloproteinasas de
matriz (MMP2, MMP8 y MMP9) y del receptor de andrégenos (AR) en muestras de
carcinoma de ovario mediante la técnica de inmunohistoquimica

2. Estratificar y analizar los perfiles de expresion de las metaloproteinasas (MMP2,
MMP8 y MMP9) y del receptor de andrégenos (AR) por subtipo histoldgico y estadio
de la enfermedad al momento del diagndstico.

3. Recopilar las caracteristicas clinicas de las pacientes al momento del diagnéstico y
Su asociaciéon con la supervivencia de estas.

4. Analizar las curvas de supervivencia asociadas a la presencia de las
metaloproteinasas de matriz y a la expresion de los receptores a hormonas

esteroides sexuales
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7. MATERIALES Y METODOS

Este proyecto fue aprobado por las Comisiones de Investigacion y Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México y losComités
de Investigacion y Etica del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan), (UNAM:
FM/DI/016/2019 y FM/DI/114/22, INCan 019/060/OMI).Este es un estudio
retrospectivo, longitudinal y observacional realizado a partir de 111 muestras
seleccionadas obtenidas de pacientes del INCan, el numero de la muestra se

determind por conveniencia, tomando los siguientes criterios de seleccion:

7.1.Criterios de Inclusion:
Pacientes con cancer epitelial primario de ovario (tumores de tipo seroso bajo grado,
seroso alto grado, endometrioides, mucinosos y de células claras), asi como
tumores de tipo seroso limitrofe, sin tratamiento previo a quimioterapia que firmaron

previos el consentimiento informado.

7.2.Criterios de Exclusion:
Pacientes con tumores benignos, cancer de ovario no epitelial, carcinomas no
primarios de ovario, y carcinomas de ovario: de Brenner, de células transicionales,

epidermoide o indiferenciado.
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7.3.Criterios de Eliminacién:
Muestras que presentaron un analisis anatomo-patoldgico distinto a cancer epitelial
de ovario de los subtipos serosos, endometrioides, mucinosos, células claras, y
serosos limitrofes, o con un tamafio de la muestra inadecuado para el

procesamiento histologico.

7.4.Base de datos Clinicos

Se construyé una base de datos que contiene la informacion clinica de los
pacientes; esta se obtuvo directamente de los expedientes clinicos de cada una de
las pacientes participantes, conteniendo la informacion clinico obstétrica,
antecedentes patoldgicos, no patoldgicos, heredofamiliares mas relevantes para el
padecimiento, asi como datos del abordaje inicial, diagnostico, lineas de
tratamiento, documentacion de progresion y/o recurrencia de la enfermedad y el

seguimiento que se la dado a las pacientes.

7.5. Procesamiento de la Muestra

Fragmentos de muestras de tejido de aproximadamente 1cm obtenidas en el estudio
transoperatorio se fijaron por inmersion en paraformaldehido al 4% durante 24h, se
lavaron con soluciéon amortiguadora de fosfatos (PBS) y se deshidrataron con
concentraciones graduales de etanol durante 1h cada uno. A continuacion, se
procedid a la aclaracién del tejido por medio de dos cambios de xilol y se embebid
en parafina (dos cambios de 3h c/u) para finalmente incluirlo en parafina en moldes

de aluminio. La calidad del tejido tumoral se verificé al
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microscopio en laminillas tefiidas con Hematoxilina y Eosina antes de llevar a cabo
la inmunohistoquimica. Los cortes de tejido de 3um de grosor se recibieron en
laminillas cargadas luego se desparafinaron a 57°C toda la noche, luego se
sumergieron en xilol durante 30 minutos. Posteriormente, se procedio a la
rehidratacion de los tejidos mediante bafios de alcoholes en concentraciones

graduales descendentes hasta llegar finalmente a agua destilada.

7.5.1. Desparafinacién y recuperacion antigénica

Cada una de las laminillas obtenidas es colocada en el horno toda la noche a una
temperatura de 57°C. Para terminar el proceso de Desparafinacion, se sumergen
en xilol durante 30 minutos y se procede a la rehidratacion de las secciones
obtenidas mediante bafios de alcoholes en concentraciones graduales
descendentes, comenzando por etanol absoluto con un tiempo de contacto de 3
minutos para cada uno, seguido por un bafo de agua destilada y PBS 1x por el
mismo tiempo.

Para la recuperacion de epitopos

32



durante 15 minutos, una vez concluido este periodo se deja enfriar y se lava tres
veces con PBS 1x durante 5 minutos cada vez y se prosigue con la realizacion de

la inmunohistoquimica.

7.5.2. Inmunohistoquimica

Se incubaron las laminillas en H202 al 0.9% durante 10 minutos a temperatura
ambiente; la permeabilizacion celular se hizo con triton al 1% en PBS por 25 minutos
y el bloque inespecifico con suero de caballo al 5% durante 30 minutos. Los
anticuerpos primarios utilizados fueron: para los receptores de hormonas
esteroideas AR dilucién 1:50 (Cat. Sc816 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
CA), ERa dilucion 1:100 (Cat. Sc543 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)
and PR dilucién 1:250 (Cat. 8757 Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA).
Y para las metaloproteinasas los anticuerpos fueron MMP-2 (Cat. 436000, Thermo
Fisher Scientific). MMP-9 (Cat. 13667, Cell Signaling Technology) y MMP-8 (Cat.
OAAB10023 Aviva Systems) las diluciones fueron de 1:200 para los dos primeros
y de 1:100 para el anticuerpo de MMP8. Los tejidos se incubaron con el anticuerpo
primario correspondiente por toda la noche a temperatura ambiente. Como
anticuerpo secundario se empled el reactivo Mach2 anticonejo HRP (Biocare
Medical, CA, USA). Previo lavado del anticuerpo primario se procedié a incubar
durante 1 hora a temperatura ambiente con el Mach2 y posterior a ello se revelo la
tincion con el cromogeno 3,3' tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB) y la
contra tincion de los nucleos se hizo con Hematoxilina de Gill, para finalmente
realizar el montaje de los tejidos en resina sintética.

33



7.5.3. Evaluacion de Inmunopositividad

Para la evaluacion de la positividad se utilizé la escala de Inmunoreactive Score
(IRS), las laminillas fueron leidas por tres observadores independientes,
determinando el grado de intensidad de la tincidn y el porcentaje de célulaspositivas
por campo. La escala correspondiente para el porcentaje de células positivas fue de
1: <25% de células positivas, 2: para un rango de 26-50% de células positivas, 3:
para 51- 75% de células positivas y 4: del 76-100% de células positivas; para
determinar la intensidad de positividad la escala fue 1: débil, 2: moderado y 3:
intensa. El puntaje maximo que se obtiene de la multiplicacion de ambos factores

es 12 y se considero positiva una reaccion cuando el IRS fue = 2.

7.6. Analisis Estadistico

Se realizé inicialmente un analisis descriptivo de las caracteristicas de la poblacion
de la muestra y evaluando la frecuencia de expresion de las enzimas y receptores
a hormonas esteroides sexuales en tumores de ovario con respecto al subtipo
histolégico, posteriormente se realizo un analisis de asociacion por medio detablas
de contingencia utilizando la prueba de Chi-cuadrado; la asociacidén en la expresion
de las enzimas se evalu6 por el coeficiente de correlacion de Spearman.
Posteriormente se procede a realizar un analisis de sobrevida de cada una de las
variables clinicas y de los receptores y enzimas en estudio, para lo cual se les realizo

a las pacientes un seguimiento durante 5 afios después de su diagnostico
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anatomopatologico de cancer epitelial de ovario para obtener el grafico de Kaplan
Meier de supervivencia con respecto a la expresion de las enzimas y receptores
hormonales. La diferencia estadisticamente significativa se definié con un valor de
error tipo | de 5% (a <0.05). Utilizando para los analisis estadisticos el software IBM

SPSS Statistics Software version 26.
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8. RESULTADOS

Inmunohistoquimica

AVLEVEES
Fotomicrografia que ilustra la expresion de las MMPs en distintos subtipos
histologicos de cancer de ovario A) Tumor seroso limitrofe B) Carcinoma
endometrioide C) Carcinoma endometrioide D) HGSC. Las barras indican 50
micras.
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8.1. Analisis descriptivo

Se incluyeron 111 casos de tumores epiteliales de ovario con diagndstico
anatomopatoldgico confirmado, de las cuales 31 (27%) corresponden a tumores
serosos limitrofes, 10 (9%) serosos de bajo grado, 30 (27%) serosos de alto grado, 25
(22.5%) endometrioides, 9 casos del subtipo mucinoso (8.1%) y 5 de células claras
que corresponde al 4.5% de las muestras analizadas.

La mediana fue de 48 afnos. El 52.3% de las mujeres se encontraba en menopausia
al momento del diagnodstico, El estadio | mostré una mayor frecuencia con 52.7%,
seguido por el estadio Il con 33.6%. Con respecto a la citorreduccion del tumor a la
que fueron sometidas las pacientes se observd que en el 83.3% fueron cirugias

optimas. (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion n:111
Edad 48 afios
(42, 57 afos)
1
CA-125 U/mL 274

(94.95—720.5)

1
Subtipo Histoldgico

Tumores limitrofes

27% (n=31)

Seroso de bajo grado

9%  (n=10)

Seroso de alto grado

27%  (n=30)

Endometrioide 22,5% (n=25)
Mucinoso 8,1% (n=9)
Células claras 45% (n=5)

1
Estadio Clinico FIGO

52,7% (n=58)

3,6% (n=4)

33,6% (n=37)

10% (n=11)

1
Estado Reproductivo

Menopausia

52,3% (n=56)

Premenopausia

47,7% (n=51)

1
Citorreduccion

Optima

83,3% (n=85)

Subodptima

16,7 (17)

"Mediana, (C1, C3)
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8.2. Expresion de receptores de hormonas esteroideas

Se observo la expresion de los receptores a hormonas esteroideas sexuales en toda
la poblacion y posteriormente se estratifico los tumores en limitrofes y carcinomas.

El receptor de andrégenos se expresd en toda la poblacion en un 62.1%, en los casos
limitrofes se observa una frecuencia de expresion del 70.9% mientras que en los
carcinomas un 58.7%. La presencia de ER en toda la poblacion, limitrofes y
carcinomas es similar. Este receptor se expresa en menor proporcion comparado con
ARy PR (P<0.05). Por otra parte, PR se expres6 70.9% en los tumores limitrofes
mientras que en los carcinomas en un 57.5%. (Figura 1A, By C).

La expresion de MMPs en las tres poblaciones descritas es semejante, aunque la
metaloproteinasa que se encuentra en mayor frecuencia es MMP2 en comparacion
con MMP8 y 9 (P<0.05) (Figura 1D, E y F).

Se estudio el porcentaje de inmunotincidn nuclear positiva en los diferentes subtipos
histologicos del carcinoma de ovario en donde se observé variacion en la frecuencia
de los tres receptores aunque no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos estudiados (Figura 2).

8.3. Expresidén de metaloproteinasas de matriz

La expresion de las MMPs fue evaluada por subtipo histolégico en donde podemos
observar que en los HGSC la expresion de MMP-2 difiere de manera significativa con
MMP-8 y 9. En el caso de los carcinomas endometrioides solo se muestra una
diferencia entre MMP2 y MMP8 (P<0.05) (Figura 3).

Por otra parte, se evaluo la expresion de receptores a hormonas esteroides y MMP2,-

8 y 9 clasificando las muestras por estadio clinico. Primer grupo estadio l y Il y
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segundo grupo estadio Il y IV. ER presentdé una menor expresion en los tumores en
estadio lll y IV. La frecuencia de MMP-2 fue mayor en comparacién con MMP-8 y 9
en todos los estadios clinicos. (P<0.05) (Figura 4).

Las proporciones de inmunorreacciones positivas para MMP2, MMP9 y MMP8 se
evaluaron en dos compartimentos celulares, epitelio y estroma. La frecuencia de MMP2
fue mayor en el epitelio en comparacién con el estroma en la poblacién completa y en
carcinomas (Fig. 5A y 5C). MMP9 y MMPS8 difieren en su expresion entre epitelio y
estroma y esta diferencia se mantiene estratificando la poblacion en limitrofes y
carcinomas. La MMP2 es la metaloproteinasa que se expresa mas en el estroma

comparando con la proporcion encontrada de MMP9 y 8. (P<0.05) (Fig. 5A, 5B y 5C).
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FIGURA 1. Expresion en epitelio de receptores de hormonas esteroideas sexuales y metaloproteinasas
de matriz A) expresion de receptores de hormonas esteroideas sexuales en toda la poblacion de estudio.
B) expresion de hormonas esteroideas sexuales en pacientes con diagnosticos de tumores limitrofes. C)
expresion de hormonas esteroideas sexuales en pacientes con diagnostico de carcinoma. D) expresion
de metaloproteinasas de matriz en toda la poblacion de estudio. E) expresion de metaloproteinasas de
matriz en pacientes con diagnésticos de tumores limitrofes F) expresion de metaloproteinasas de matriz
en pacientes con diagnésticos de carcinoma. Las letras diferentes indican significancia estadistica.
P<0.05
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FIGURA 2. Expresion en epitelio de los receptores de hormonas esteroideas sexuales en los diferentes
subtipos histolégicos de cancer epitelial de ovario. A) seroso de bajo grado, B) seroso de alto grado. C)
endometrioide. D) mucinoso, E) células claras. Las letras diferentes indican significancia estadistica.
P<0.05
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FIGURA 3. Expresién en epitelio de las metaloproteinasas de matriz en los diferentes subtipos
histolégicos de cancer epitelial de ovario. A) seroso de bajo grado, B) seroso de alto grado. C)
endometrioide. D) mucinoso, E) células claras. Las letras diferentes indican significancia estadistica.

P<0.05.
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FIGURA 4. Expresion en epitelio de los receptores de hormonas esteroideas sexuales y
metaloproteinasas de matriz de acuerdo con el estadio clinico. A) Expresion de receptores de hormonas
esteroideas sexuales en estadio | y Il. B) Expresion de receptores de hormonas esteroideas sexuales en
estadio Il y IV. C) Expresion de metaloproteinasas de matriz en estadio | y Il. D) Expresion de
metaloproteinasas de matriz en estadio Ill y IV. Las letras diferentes indican significancia estadistica.

P<0.05
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FIGURA 5. Comparacion de la expresion de las metaloproteinasas de matriz en epitelio y estroma. A)
Expresion de las metaloproteinasas de matriz en epitelio y estroma en toda la poblacion de estudio. B)
Expresion de las metaloproteinasas de matriz en epitelio y estroma en tumores limitrofes. C) Expresion
de las metaloproteinasas de matriz en epitelio y estroma en carcinomas. Abreviaturas. EPIT: epitelio.
EST: estroma. Las letras diferentes indican significancia estadistica. P<0.05

8.4. Analisis de asociacion
Se realizaron tablas de contingencia para establecer una asociacion entre la
expresion de las MMPs y los receptores de hormonas esteroideas; asi como con el

estadio clinico, el subtipo histologico, estado reproductivo, CA-125 aldiagnéstico,
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tipo de citorreduccién para lo cual se aplico la prueba de x? o la prueba exacta de

Fisher, segun sea el caso.

No se encontro asociacion entre las MMP-2,-8 y -9 con el subtipo histologico, estadio
clinico (FIGO), estado reproductivo de la paciente y el tipo de citorreduccion
practicada, tampoco hubo asociacion de los tres receptores a hormonas esteroides
sexuales con las variables arriba mencionadas (no mostrado). Sin embargo, la
asociacion de las metaloproteinasas -2, -8 y -9 con los receptores de hormonas
esteroideas sexuales (AR, ERa, PR), se encontré que la expresion de las
gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) esta asociada a la del receptor de androgenos, pero
no a la de la colagenasa (MMP-8), como se muestra en la tabla2, estos hallazgos
de asociacion no se observaron con el ERa ni el PR receptor deestrogenos alfa ni

con el receptor de progesterona.

Tabla 2. Asociacion de ARy MMPs P
AR — MMP2 0.037
AR - MMP9 0.05
AR - MMP8 0.336
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8.5. Analisis de supervivencia

Para evaluar el impacto en el prondstico de la paciente se realizoé el analisis de
curvas de supervivencia (Kaplan Meier). Analizando la supervivencia por subtipo
histologico, por estadio clinico, estado reproductivo, CA-125, tipo de citorreduccion
(6ptima y subodptima) continuando con la supervivencia en cada uno de los
receptores hormonales (AR, ERa y PR) y en cada una de las metaloproteinasas
(MMP-2, MMP-9, MMP-8) y por ultimo evaluando la supervivencia al asociar las

MMP-2-8-9 con AR, ERa y PR.

En la supervivencia por estadio clinico es evidente el impacto que tienen los
estadios avanzados en una menor sobrevida global a corto, mediano y largo plazo
con un valor de p < 0.001 (Figura 6b). Para el caso del estado reproductivo la
supervivencia es significativamente menor en las mujeres posmenopausicas con
valor de p= 0.01 (Figura 6a). Mismo caso es observado en la cuantificacion del
marcador tumoral CA-125 al diagndstico con un valor de p= 0.003 (Figura 6d) y en
el tipo de citorreduccidn con un valor de p < 0.001 (Figura 6e). La estirpe tumoral de
estas pacientes también impacta en su supervivencia, observando que el subtipo
histologico seroso de alto grado tiene la menor supervivencia en comparacioén con

el resto de las variantes histologicas (Figura 6¢).
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Figura 6. Curvas de supervivencia de las pacientes con cancer epitelial de ovario de acuerdo
a) el estado reproductivo, b) estadio clinico, c) subtipo histoldgico, d)niveles de CA125 inicial
y e) tipo de citoreduccion.

Al realizar el analisis de la sobrevida de cada uno los receptores hormonales no se
observé un impacto en la supervivencia por la presencia o ausencia en la expresion

de cada una de estas proteinas (Figura 7 a, by c).
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Figura 7. Curvas de supervivencia de las pacientes con cancer epitelial de ovario de acuerdo
a la expresion de los receptores a hormonas esteroides sexuales, a) ER alfa, b) AR c) PR.

El analisis de supervivencia de la expresion individual en el tejido tumoral de cada
una de las metaloproteinasas de matriz no mostré ningun impacto en la sobrevida

por la presencia o la ausencia de cada una de estas MMPs (Figura 8 a,b y c).
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Figura 8. Curvas de supervivencia de las pacientes con cancer epitelial de ovario de acuerdo
a la expresion de las metaloproteinasas de matriz a) MMP2, b) MMP9, c) MMP8.

Al evaluar la sobrevida cuando se expresaban de manera simultanea los receptores
hormonales y las MMPs, se observo que la coexpresion del receptor de estrogenos
con cada una de las metaloproteinasas no impactaba en la sobrevida, mismo

supuesto observado para el receptor de progesterona.

Sin embargo, cuando se coexpresaban el receptor de androgenos con cada una de
las metaloproteinasas se encontré un impacto significativo en la sobrevida en la
coexpresion AR-MMP2 (p= 0.03) y con la MMP-9 (p= 0.05), y con la MMP-8 (p=0.03),

como se puede observar en las (Figura9a,byc).
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Figura 9. Curvas de supervivencia de las pacientes con cancer epitelial de ovario de acuerdo
a la expresion del receptor de andrégenos en grupos estratificados segun la expresion
positiva de las metaloproteinasas de matriz a) MMP2, b) MMP9 , ¢c) MMP8.
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9. DISCUSION

El analisis descriptivo de la poblacién muestra que la edad promedio al diagnostico
de nuestra cohorte es menor a la descrita en la literatura [10), siendo
aproximadamente de (-)10 afios al momento en el que se diagnostica esta patologia;
lo cual es importante, ya que es necesario considerar a esta patologia, como un
diagnostico diferencial en enfermedades gastrointestinales y genitourinarias, en

este segmento etario de la poblacion mexicana.

El CA-125 tiene un comportamiento variable, similar a lo descripto en la literatura
[70), por lo cual su evaluacion e interpretacion dependera del contexto clinico de

cada paciente y de los demas estudios paraclinicos realizados.

El subtipo histolégico mas frecuente fue el seroso de alto grado seguido del
endometrioide lo cual difiere a lo descrito en otras poblaciones donde el subtipo
mucinoso tiende a ser el segundo mas frecuente[18), incluso en nuestra muestra el
seroso de bajo grado era mas frecuente que el mucinoso, siendo este ultimo
superior soélo al de células claras, lo cual es un factor a considerar para un adecuado
abordaje inicial para el diagndstico y también para el tratamiento ya que éste difiere

de acuerdo a la variante histopatolégica de la que se trate [24).

En el analisis de asociacion, que contrasta a las variables clinicas con los receptores
de hormonas esteroideas y con las metaloproteinasas, no se observaron

asociaciones significativas. Lo cual sugiere que la expresién de estas moléculas
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es independiente de las variables clinicas evaluadas. Al evaluar la asociacion de los
receptores hormonales con las metaloproteinasas se observé que solo para el caso
del receptor de androgenos habia una asociacién en la expresion de este con
MMP-2 y MMP-9. Tomando en cuenta la literatura que hemos revisado, no tenemos

una explicacion documentada para esta asociacion.

El subtipo histologico, el estadio clinico, el estado reproductivo, el tipo de cito
reduccion, y el nivel de CA-125 al momento del diagnostico son elementos
significativos para el pronostico de la sobrevida global en esta enfermedad, los
resultados aqui descriptos se comportan de acuerdo con lo ya descrito en la
literatura [23-25) lo que confirma la importancia de tenerlos en cuenta en la toma de
decisiones diagnosticas, prondsticas y terapéuticas, asi como variables confusoras
en futuros estudios de factores de riesgo.

Al evaluar el efecto sobre la supervivencia de los pacientes relacionado a la
expresion de cada uno de los tipos de MMPs y de los receptores a las hormonas
sexuales evaluados de manera individual, no hubo un impacto significativo. Sin
embargo, cuando seleccionamos los pacientes con expresidn positiva de alguna de
las metaloproteinasas estudiadas, la presencia del receptor de androgenos muestra
una reduccion significativa en la sobrevida de las pacientes, este hallazgo no esta
presente en el caso de los otros receptores hormonales (ERa y PR). El impacto
negativo en la sobrevida puede deberse a la suma del efecto de los factores
expresados individualmente; como alternativa, podria haber una interaccion directa
o indirecta generadas por la coexpresion de estas moléculas. El analizar el
mecanismo que participa en el peor prondstico cuando se expresan
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simultaneamente MMMP- 2, 8, y 9 con AR sera motivo de futuros estudios.
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10. CONCLUSIONES

Las metaloproteinasas, MMP-2, MMP-8 y MMP9 estan presentes en el epitelio
y el estroma de los tumores de ovario. MMP-2 se encuentra con mayor
frecuencia en el estroma de los tumores epiteliales de ovario.

Los receptores a hormonas sexuales: ERa, PR y AR estan presentes en el
epitelio de los distintos tipos de tumores epiteliales de ovario

Los hallazgos relacionados al subtipo histologico, el estadio clinico, el estado
reproductivo, el nivel de CA-125, y el tipo de citorreduccion sobre la evolucidn
del cancer epitelial de ovario demuestran que los mismos son factores asociados
a la sobrevida global de las pacientes.

La coexpresion de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) y la colagenasa (MMP-8)
con el receptor de androgenos (AR), se tradujo en un impacto negativo en la

curva de supervivencia de las pacientes que padecen la enfermedad.
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