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. RESUMEN

El cancer de ovario (CaOv) es la principal causa de mortalidad por cancer
ginecoldgico. La mayoria de las pacientes con CaOv, se diagnostican en etapa
avanzada (I1IC y 1V). EIl tratamiento es quirargico, enfocado a remover la mayor
parte de la masa tumoral que se encuentra en la cavidad abdominopélvica y
quimioterapia adyuvante basada en platino y taxanos, sin embargo, a pesar de esto,
las pacientes recurren en periodos variables con una enfermedad mas agresiva y
resistencia a la quimioterapia y sélo el 46 % sobrevive mas de 5 afios. La
acumulacion de liquido ascitico (LA) es una caracteristica comun en las pacientes de
etapas avanzadas y se relaciona con mal pronostico. Ademas, se ha reportado que el
LA induce la transicion epitelio-mesénquima (TEM) y que constituye una fuente
importante de células malignas. Por lo anterior, en el presente proyecto se decidié
evaluar la presencia y proporcion de células malignas con fenotipo epitelial (E-
cadherina®), mesenquimal (vimentina®) e intermedio (E-cadherina*/vimentina®) en el
LA de pacientes con COE. Se evalué por IFI la expresion de las proteinas E-
cadherina y vimentina en células de LA para detectar cada uno de los fenotipos.
Ademas, se determind la proporcién de células malignas con los fenotipos antes
mencionados mediante un panel de tincion multicolor para citometria de flujo
empleando los marcadores CD45, PAX8, WT1, E-cadherina y vimentina.
Adicionalmente, se detectd la expresion de mRNA de los factores de transcripcion
involucrados en la TEM por RT-PCR. Finalmente, se evalud la presencia de E-
cadherina y vimentina en tejido tumoral y se compar6 con los fenotipos de las células
malignas en LA. Los resultados por IFI mostraron que las células en LA presentan un
fenotipo intermedio. Por otro lado, los resultados de citometria de flujo mostraron que
la proporcion de células malignas en LA es diferente en cada paciente y que las
células malignas en suspension presentan predominantemente un fenotipo
mesenguimal. Ademas el patron de expresion de factores de transcripcion asociados a
la TEM varia en cada paciente pero confirma el estado en transicion y que la
expresion de E-cadherina y vimentina en tejido tumoral no es la misma que en células
de LA. Estos resultados sugieren que el analisis del tejido tumoral podria no ser

suficiente para el establecimiento de la etapa clinica y el tratamiento de las pacientes



con COE, ademas de que las células con fenotipo en transicion, presentes en el LA,

podrian contribuir a la quimiorresistencia y recurrencia.
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1. ABSTRACT

Ovarian cancer (OvCa) is the leading cause of death from gynecological cancer. The
majority of patients with OvCa are diagnosed at an advanced stage (I11C and 1V). The
treatment is surgical, focused on removing most of the tumor mass found in the
abdominopelvic cavity and adjuvant chemotherapy based on platinum and taxanes;
despite this, patients recur in variable periods with more aggressive disease and
resistance to chemotherapy and only 46% survive more than 5 years. The
accumulation of ascitic fluid (AF) is a common characteristic in patients of advanced
stages and it is related to poor prognosis. In addition, it has been reported that AF
induces epithelial-mesenchymal transition (EMT) and it is an important source of
malignant cells. Therefore, in the present project the presence and proportion of
malignant cells with epithelial (E-cadherin®), mesenchymal (vimentin®) and
intermediate (E-cadherin®/vimentin®) phenotype in the AF of patients with EOC was
determined. The expression of the E-cadherin and vimentin proteins in LA cells was
evaluated by IFI to detect each of the phenotypes. In addition, the proportion of
malignant cells with phenotypes aforementioned was determined through a
multicolor staining panel for flow cytometry using CD45, PAX8, WT1, E-cadherin
and vimentin. Additionally, the mRNA expression of the transcription factors
involved in EMT was detected by RT-PCR. Finally, the presence of E-cadherin and
vimentin in tumor tissue was evaluated and compared with the malignant cell
phenotypes in AF. The results by IFI showed that cells in AF present an intermediate
phenotype. On the other hand, the results of flow cytometry showed that the
proportion of malignant cells in LA is different in each patient and that the malignant
cells in suspension phase have predominantly a mesenchymal phenotype. In addition,
the expression pattern of transcription factors associated with EMT varies among
patients but confirms the state in transition and that the expression of E-cadherin and
vimentin in tumor tissue is not the same as in AF cells. These results suggest that the
analysis of the tumor tissue could not be sufficient for the establishment of the
clinical stage and the treatment of the patients with EOC; besides cells in transition,

present in the AF, could contribute to chemoresistance and recurrence.
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11l. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del cancer de ovario

El cancer de ovario (CaOv) es la principal causa de muerte por cancer ginecolégico®.
Mundialmente se registran alrededor de 238,719 casos cada afio, mientras que en
México se estima aproximadamente 4,000 casos nuevos cada afio?. Sin embargo, se
considera que esta neoplasia esta subestimada en comparacion con otros tipos de

cancer ampliamente conocidos como el cancer de mama'y el de cuello uterino®.

1.2 Factores de riesgo

El riesgo de padecer esta enfermedad en la poblacion general es de 1.8%, mientras
que cuando existen casos familiares aislados de cancer de mama u ovario el riesgo
aumenta al 5%?2. La edad es el principal factor de riesgo para esta enfermedad con una
incidencia del 80% en las mujeres post-menopausicas. Por otro lado, el tabaquismo,
una dieta rica en grasa, un estilo de vida sedentario y el uso de talco también
aumentan el riesgo de padecer esta enfermedad. Particularmente, los factores
hormonales y reproductivos tales como: la nuliparidad, la menarca temprana, la
menopausia tardia y la terapia de reemplazo hormonal pueden aumentar el riesgo de
6%-20%*°. Finalmente, el 90% de las pacientes con cancer de ovario tienen un
modelo etiolégico multifactorial, asociado con los factores antes mencionados, sin
embargo, en el 10% de las mujeres con este padecimiento oncoldgico la etiologia
recae en un origen hereditario. Por ejemplo, el sindrome mama-ovario hereditario, el
cual representan el 90% del cancer de ovario hereditario, se asocia principalmente a
mutaciones germinales de los genes BRCA1 y BRCAZ2. El riesgo de padecer este tipo
de cancer cuando se presentan mutaciones o deleciones en los genes BRCAL es de
40%-50%, mientras que para BRCA2 es de 20%-30%°.



1.3 Origen del cancer de ovario

El CaOv es un término no especifico para una variedad de tumores que involucran al
ovario. Existen diferentes tipos de cancer de ovario dependiendo del tipo celular a
partir del cual se origina el tumor: de células epiteliales, de células estromales-
gonadales y de células germinales. Del 90%-95% del cancer de ovario es de origen
epitelial (COE), y éste se puede subdividir en 5 subtipos histolégicos: seroso papilar
de alto grado, seroso papilar de bajo grado, endometrioide, mucinoso y de células
claras. El subtipo histolégico seroso papilar de alto grado es el mas comdn,
representando aproximadamente el 75% del COE’.

Originalmente se considera que la superficie del ovario es el origen de este tipo de
tumores, la teoria mas aceptada del origen del cancer de ovario es la “ovulacion
incesante”. Esta teoria sugiere que el dafio constante a la superficie epitelial del
ovario incrementa la inflamacion y cambios en los niveles hormonales los cuales
generan condiciones de estrés oxidativo, que causan dafio en el DNA.
Adicionalmente, los mecanismos de reparacion de tejido pueden llevar a cambios
metaplésicos hacia un epitelio tipo Mulleriano, lo cual podria representar el primer

paso en la transformacion neoplésica de estas células®?.

1.4 Etapas clinicas del cancer de ovario

El CaOv se clasifica por etapas mediante el sistema FIGO (Federacion Internacional
de Ginecologia y Obstetricia). El sistema se basa en los resultados de la cirugia para
determinar la extension del tumor primario, la ausencia o presencia de metastasis en
los ganglios linfaticos regionales y la ausencia o presencia de metastasis a distancia.

Las caracteristicas de las etapas clinicas se muestran en la Tabla 1.



Tabla 1. Etapas clinicas de acuerdo a la Federacion de Ginecologia y Obstetricia.

EC Descripcién

| Tumor confinado a los ovarios o trompas de Falopio.

1A Tumor limitado a un ovario (con capsula ovérica intacta) o trompas de Falopio; sin
tumor sobre la superficie del ovario o trompas de Falopio; sin células malignas en
ascitis o lavados peritoneales.

IB Tumor limitado a ambos ovarios (con capsulas ovaricas intectas) o trompas de Falopio;
sin tumor sobre la superficie del ovario o trompas de Falopio; sin células malignas en
ascitis o lavados peritoneales.

IC Tumor limitado a uno o0 ambos ovarios o trompas de Falopio, con alguno de los
siguientes subestados:

IC1: derrame quirurgico intraoperatorio.

IC2: capsula rota antes de la cirugia o tumor en la superficie del ovario o trompas de
Falopio.

IC3: células malignas en ascitis o lavados peritoneales

1 Tumor que involucra uno 0 ambos ovarios o trompas de Falopio con extension pélvica
debajo del borde pélvico o céncer peritoneal primario.

A Extension y/o implantes del tumor en el tero y/o las trompas de Falopio y/o ovarios.

11B Extension del tumor a otros tejidos intraperitoneales pélvicos.

1| Tumor que involucra uno 0 ambos ovarios o trompas de Falopio o cancer peritoneal
primario con diseminacion citoldgica o histoldgicamente confinada al peritoneo fuera
de la pélvis y/o metéstasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales.

A Metéstasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales con o sin afectacion peritoneal
microscopica mas all de la pelvis.
I11A1: solamente ganglios retroperitoneales positivos (demostrado patoldgicamente).
I11AL(i): metastasis de hasta 10 mm en su dimension mayor.
IIAL(ii): metéstasis >10 mm en su dimensién mayor.
I11A2: afectacion peritoneal microscopica extrapélvica (sobre el borde pélvico) con o
sin ganglios linféticos retroperitoneales positivos.

1B Metastasis peritoneal microscopica mas alla de la pélvis de hasta 2 cm en su dimension
mayor, con o sin metastasis en los ganglios linfaticos retroperitoneales.
Inic Metastasis peritoneal macroscopica mas alla de la pélvis >2 cm en su dimensidn mayor,

con o sin metastasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales (incluye la extensién del
tumor a la capsula del higado y el bazo sin afectacion parenquimatosa de ninguno de los
6rganos).

v Metéstasis distante, incluyendo la metéstasis peritoneal.
IVA: derrame pleural con citologia positiva.
IVB: metéstasis parenquimatosa y metastasis a 6rganos extra-abdominales (incluyendo
los ganglios linfaticos inguinales y los ganglios linfaticos fuera de la cavidad
abdominal.

Modificado de Matulonis et al 2016.10




1.5 Diagnostico

El CaOv se considera un problema mundial debido a que no existen estrategias
efectivas para el diagndstico oportuno ni sintomas especificos durante las etapas
tempranas de la enfermedad. La mayoria de las pacientes presentan sintomas
gastrointestinales que por lo general son confundidos con el sindrome de colon
irritable. Es por eso que la mayoria de las pacientes son tratadas por especialistas no
oncologos, por lo que pueden pasar de 6-12 meses hasta establecer el diagndstico
correcto®. Lo anterior lleva a que el 60% de las pacientes se diagnostique en etapas
avanzadas, cuando ya hay metastasis en los organos de la cavidad abdominal y en
Organos extra-abdominales, mientras que solo 15% se diagnostica cuando el tumor
esta confinado a los ovarios. El porcentaje de sobrevivencia a 5 afios de las pacientes
que se diagnostican en etapas tempranas (I y 11) es de alrededor del 90% mientras que
las pacientes que se diagnostican en etapas avanzadas (Il y 1V) es de apenas el
30%*%.

1.6 Tratamiento

El tratamiento de las pacientes con CaOv varia dependiendo de la etapa clinica en la
que se diagnostique. En el caso de las etapas | y Il primero se realiza una cirugia
citorreductora y después se da quimioterapia. Por el contrario, para las pacientes en
etapas 111 y IV primero se da quimioterapia adyuvante, después se realiza una cirugia
citorreductora para remover la mayor parte de los implantes en la cavidad
abdominopélvica y finalmente se vuelve a dar quimioterapia. La quimioterapia
estdndar esta basada en 6 ciclos de carboplatino-paclitaxel. Con base en estos
tratamientos, las pacientes se pueden dividir en resistentes o refractarias, las cuales
recaen en menos de 6 meses o progresan durante la quimioterapia, ellas tienen pobre
prondstico; las que recaen entre los 6-12 meses tienen un pronostico intermedio y las
que recaen después de los 12 meses tienen un mejor prondéstico, sin que se conozca de

manera precisa la razon por la que las pacientes reaccionan de diferente manera al



mismo tratamiento. Adicionalmente, las paciente recurren con una enfermedad mas
agresiva y resistencia a la quimioterapia, por lo que la media libre de progresion es de
2.5 afos y la mediana de sobrevivencia con diversas lineas de tratamiento es de 4

anos312,

1.7 Liquido ascitico y microambiente tumoral

En etapas avanzadas es comun encontrar pacientes con acumulacion de liquido en la
cavidad abdominopélvica, este liquido se denomina liquido de ascitis o liquido
ascitico (LA). Se considera que este liquido se forma cuando el tumor primario crece
hasta invadir el mesotelio; la pérdida de la integridad del mesotelio conlleva a la
desregulacién de la presidon oncotica, y adicional a esto las células malignas que se
desprenden del tumor obstruyen los vasos linfaticos regionales, todo lo anterior lleva
a la acumulacion de LA, Este liquido se encuentra hasta en el 38% de las pacientes
con COE vy casi todas tienen liquido ascitico en la recurrencia. La presencia de LA
correlaciona con la diseminacion peritoneal del cancer de ovario y se considera una
sefial de enfermedad avanzada y pobre pronéstico!4.

El LA actGa como un reservorio de una compleja mezcla de componentes celulares y
factores solubles los cuales proveen un microambiente pro-inflamatorio y favorecen
la tumorogénesist®®, El LA estd compuesto por diversos tipos celulares como:
células malignas, fibroblastos, células endoteliales, células mesoteliales, leucocitos,
etc. Estos tipos celulares a su vez secretan diversos factores de crecimiento como
TGF-B, EGF, VEGF, etc., citosinas como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, etc., quimiocinas
como: CXCL4, CXCL6, CXCL8, CXCL14, etc., hormonas, componentes de la

matriz extracelular y vesiculas extracelulares.
1.8 Transicion epitelio-mesénquima
La transicién epitelio mesénquima (TEM) es un proceso que se lleva acabo de manera

normal durante el desarrollo embrionario, la reparacion de tejidos y en patologias

como la fibrosis y el cancer.



Durante el desarrollo embrionario, las células embrionarias migran de manera
constante hacia tejidos y drganos, para ello sufren la TEM. Una vez que las células
embrionarias migratorias alcanzan su destino, sufren el proceso contrario, la
transicion mesénquima-epitelio (TME), para establecerse, proliferar y diferenciarse
en diversos tipos celulares. La mayoria de los tejidos se desarrollan a partir de una o
mas rondas de TEM-TME?®,

Por otro lado, durante la reparacion de tejidos las células epiteliales adquieren la
capacidad de migracion a través de la induccion de una TEM principalmente inducida
por la inflamacion y las células migratorias en este proceso se instalan en el tejido
dafiado reconstituyendo el epitelio gracias a la induccién de la TME?’. Sin embargo,
durante la fibrosis, la induccién de la TEM genera miofibroblastos con un fenotipo
mesenquimal que lleva al dafio y degeneracion del tejido*81.

Finalmente, en céancer, la TEM se lleva a cabo en el tumor primario como un
mecanismo importante en la metastasis, llevando a la migracion, invasion vy
extravasacion de las células malignas; una vez en circulacion, estas células se
mantienen con un fenotipo mesenquimal o intermedio que permite la extravasacion
de las células, la invasién del parénquima en tejido distante y el establecimiento de
las células para la generacion de un nuevo tumor a través de la activacion de la
TME? (Figura 1).
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Figura 1. TEM en cancer. Las células del tumor primario pueden sufrir la TEM. Este proceso puede darse de manera total o parcial,
generando células con fenotipo mesenquimal o intermedio las cuales pueden invadir el tejido adyacente al tumor hasta entrar al torrente
sanguineo. Una vez en circulacion las células pueden mantener la TEM hasta extravasar e invadir el parénquima de organos distantes
dénde pueden generar un nuevo tumor a través de la activacion de la TME. Modificado de Shibue & Weinberg, 2017%.

A pesar de que la TEM en condiciones normales y patoldgicas tiene caracteristicas
compartidas, también presenta obvias diferencias, por ello, la TEM se ha dividido en
tres tipos diferentes: tipo I: TEM asociado al desarrollo embrionario; tipo 1l: TEM
asociado a la reparacion, generacion y fibrosis en tejidos y tipo Ill: asociada a

cancer?®,

La TEM consiste en la trans-diferenciacion de células con fenotipo epitelial hacia uno
mesenquimal. Las células con fenotipo epitelial tienen una polaridad apical-
basolateral, presentan uniones intercelulares con las células adyacentes, tales como:
uniones adherentes, uniones estrechas y desmosomas. Adicionalmente las células con
este fenotipo presentan un cinturén de actina y los filamentos intermedios son
principalmente de tipo citoqueratina. Por el contrario, el fenotipo mesenquimal,
presenta una polaridad anterior-posterior, fibras de estrés, placas de adhesion,
invadopodios, los filamentos intermedios son principalmente de tipo vimentina y
secretan metaloproteasas que permiten la degradacion en la matriz extracelular por lo

que este fenotipo se considera altamente movil e invasivo?>? (Figura 2).
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Figura 2. Caracteristicas de las células epiteliales y mesenquimales. Las células con fenotipo epitelial presentan una polaridad apical-
basolateral, presentan uniones intercelulares como: uniones estrechas, unines adherentes, desmosomas y uniones gap, ademas presentan
un cinturrén de actina y los filamentos intermedios son principalmente de tipo citoqueratina. Por otro lado, las células mesenquimales
presentan una polaridad anterio-posterior, la formacion de fibras de estrés, los filamentos intermedio son de vimentina y forma placas de
adhesion. Modificado de Shibue & Weinberg, 20172

Este proceso puede inducirse por diversos factores de crecimiento (TGF-B, HGF,
FGF, EGF, IGF-1, etc.) o por hipoxia y componentes de la matriz extracelular
(muchos de los cuales se encuentran en el LA). Como resultado de la accion de estos
factores se ha encontrado que se activan diversas vias de sefializacion, dentro de las
que destacan TGF-B, Notch, Wnt-B-catenina, RTKSs, etc. (Figura 3). Estas vias de
sefializacion inducen la pérdida de marcadores epiteliales (E-cadherina, claudinas,
ocludinas, citoqueratinas, etc.) y la ganancia de marcadores mesenquimales (N-
cadherina, vimentina, fibronectina, etc.) a través de la expresion de los factores de
transcripcion Snail, Slug, Twist, Zebl, Zeb2, entre otros, los cuales regulan
positivamente la expresion de genes mesenquimales y negativamente la expresion de

genes epiteliales?? (Figura 4).
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Figura 3. Induccién de la TEM. La TEM se puede inducir por diversos componentes tales como: componentes de la matriz extracelular,
proteinas de la familia de TGF-B, factores de crecimiento, inflamacién e hipoxia. La union de los diferentes ligandos a sus respectivos
receptores activan diversas vias de senalizacion las cuales activan a proteinas de la familia de las MAPK y desactivan cinasas como GSK3-B,
asi como la regulacion de otras proteinas como: B- catenina, STAT3, y HIF1-a. MAPK (Mitogen Associated Proteina Kinase), GSK3-f
(Glycogen Synthase Kinase 3-beta), STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3), HIF1-o (Hypoxia Inducible Factor 1-alpha).
Modificado de Lamouille et al, 201422,
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Figura 4. Factores de transcripcion que regulan la TEM. La activacion de las MAPKSs y la desactivacion de la cinasa GSK3-p
modulan la localizacion y degradacion de los factores de transcripcion Snaill, Snail2 (Slug) y Twist. Estos factores de transcripcion
reprimen la expresion de proteinas que forman las uniones intercelulares tales como: claudinas, ocludinas, E-cadherina, entre otras,
y activan la expresion de Fibronectina, N-cadherina, Vitronectina, MMPs, etc. MAPK (Mitogen Associated Proteina Kinase),
GSK3-B (Glycogen Synthase Kinase 3-beta), MMP (Matrix Metalloproteinases). Modificado de Lamouille ez al, 201422,



1.9 Propiedades de las células en transicion epitelio-mesénquima

La TEM es un proceso altamente dindmico dentro del cual puede ocurrir una pérdida
parcial de los marcadores epiteliales, asi como la adquisicion también parcial, de las
caracteristicas de un fenotipo mesenquimal, por lo que en este caso de habla de la
induccion de una TEM parcial y la generacion de células con fenotipo intermedio o
hibrido; estos fenotipos se conocen como “metaestables”, reflejando la flexibilidad de
las células para fluctuar entre ambos fenotipos!®. La existencia de estos fenotipos
refleja el balance del proceso de TEM, sugiere una compleja regulacion, sobretodo
epigenéica?® y se ha asociado con la activacion de otros procesos adicionales a la
migracion e invasion.

La expresion de los factores de transcripcion de la TEM en tumores no invasivos
sugiere que estos factores podrian tener funciones oncogénicas, afectando el
desarrollo del tumor primario, incluso sin que haya invasion y metéstasis®*.

Por ejemplo, se ha encontrado que los factores de transcripcion de la TEM
promueven el escape de la senescencia inducida por oncogenes?®, impiden la
apoptosis?®® y permiten la sobrevivencia de células malignas a diferentes tipos de
estrés?’.

Adicionalmente los factores de transcripcion de la TEM se han visto involucrados en
la generacion de CSCs (Cancer Stem Cells), una poblacion celular que se considera
capaz de autorrenovarse y generar poblaciones celulares “no-stem” en un tumor?%2°,
La relacion de la TEM con generacién de CSCs se ve sustentada debido a la
capacidad de formar tumores por células en transicién con fenotipo intermedio.
Finalmente, las células malignas con fenotipo intermedio y mesenquimal, presentan
resistencia a agentes quimioterapéuticos, a comparacion de las células malignas con
fenotipo epitelial, las cuales se consideran sensibles a estos agentes, lo anterior
debido a un aumento en la expresion de proteinas antiapoptoticas y proteinas
transportadoras conocidas como bombas de expulsion de farmacos?. Las propiedades

de las células malignas en TEM se muestran en la Figura 5.
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Figura S. Propiedades de las células maligas en TEM. A) Las células con
fenotipo mesenquimal son mas invasivas que las de fenotipo intermedio. Las
células con fenotipo intermedio presentan una elevada capacidad de generar un
tumor, mientras que tanto las células con fenotipo intermeido y mesenquimal
son resistentes a farmacos, comparado con células con fenotipo epitelial. B) Las
células con fenotipo mesenquimal son mas resistenes a la apoptosis, presentan
una elevada expulsion de farmacos y una dismuncion en la proliferacion celular
comparado con células con fenotipo epitelial. Modificado de Shibue &
Weinberg, 2017%.
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IV. ANTECEDENTES

El cancer de ovario epitelial se origina del epitelio que recubre los ovarios, este
epitelio estd sometido a un estrés constante durante la ovulacion, se considera que
después de la ovulacion se forman quistes de inclusion que se cree dan originan al
cancer de ovario. Por ello, la teoria de la ovulacion incesante es la mas aceptada para
el origen de este cancer®. El epitelio ovarico es considerado un epitelio altamente
dinamico, debido a que su constante dafio genera mecanismos de reparacion que
involucran el proceso de la TEM. En este sentido, se considera que la TEM debe ser
un proceso perfectamente regulado que permita activarse y desactivarse sin el riesgo

de desarrollar una neoplasia’®.

Estudios basados en la expresion de E-cadherina como marcador epitelial y vimentina
como marcador mesenquimal han encontrado que en tejido sano, tumores benignos,
tumores limitrofes y tumores malignos la expresion de E-cadherina es de 16.7%,
57.1%, 50% y 16.7%, respectivamente, mientras que la de vimentina es 83.3%,
57.1%, 50% y 66.7%, respectivamente. Por otro lado, el RNA de los factores de
transcripcion Snail, Slug y Twist se encuentran sobreexpresados en tumores benignos

y malignos, comparado con tejido sano®.

En algunos modelos de céncer de ovario in vitro se ha encontrado que diversas
moléculas inducen la TEM tales como: KPNA23!, MUC4%?, BMP43, Endotelina 1%,
TGF-B%, MDM23%, entre otras proteinas; miRNAs: miR-429%, miR-216a%, etc.;
lipidos como el é&cido lifosfatidico®®, asi como por liquido ascitico*®*, el cual
contiene una gran cantidad de componentes celulares y factores solubles que podrian

inducir la TEM por diversas vias!3 15 22,40, 41,

Strauss y cols. (2011), establecieron cultivos primarios de biopsias de tumor y liquido
ascitico; en este estudio se encontrd que los cultivos primarios presentan células con
fenotipo epitelial, mesenquimal e intermedio, y al purificar la poblacion con fenotipo

intermedio encontraron que estas células presentaban marcadores de CSCs*2.
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Por otro lado, un estudio de células tumorales circulantes en pacientes con cancer de
ovario encontrd que previo a la cirugia, las pacientes presentaban 18% de células
circulantes con fenotipo epitelial y un 30% con fenotipo en transicion. Sin embargo,
después de la quimioterapia basada en platino las células con fenotipo en transicion
aumentan hasta el 52%, mientras que las células con fenotipo epitelial disminuyen al
14%. Los autores de este articulo concluyen que la quimioterapia basada en platinos
selecciona las células tumorales circulantes en transicion, lo cual podria reflejar una

evolucion hacia resistencia a la quimioterapia®?.

En el laboratorio, se emplea el LA y la linea celular SKOV-3 como un modelo de
estudio. Al respecto, Toledo Leyva en su tesis de doctorado (2017) encontré que 5
LAs diferentes inducian un cambio morfologico en estas células hacia un fenotipo
alargado, tipo fibroblasto con abundantes prolongaciones. Este cambio morfoldgico
sugeria la induccién de la TEM, por el LA. Para confirmarlo, evaluo la expresion de
E-cadherina y vimentina en células SKOV-3 en medio y LA. Encontré que la
expresion de E-cadherina es ligera en medio y aumenta un poco en LA, pero su
localizacion es citoplasmatica y no en membrana, lo cual sugiere que no esta
cumpliendo su funcion normal. Sin embargo, la proteina vimentina est& ausente en la
condicion de medio, mientras que en la condicion de LA las células muestran
claramente filamentos de esta proteina. Adicionalmente corrobord por western blot la
presencia de ambos marcadores en células SKOV-3 estimuladas con tres LAs
diferentes, confirmando que solo las células estimuladas con LA expresan vimentina.
Lo anterior confirmé que el LA induce la TEM en la linea celular SKOV-3. Debido a
los resultados anteriores Toledo Leyva decidié evaluar células provenientes de LA de
dos pacientes diferentes, encontrado que éstas s6lo expresaron la proteina vimentina**
(Figura 6). Lo anterior sugiere que las células en el LA poseen un fenotipo

mesenquimal.
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Figura 6. Induccion de la TEM por LA de pacientes con COE. A) Inmunofluorecencia de células SKOV-3 en médio y en LA. El
LA induce la expresion del marcador mesenquimal vimentina, la cual se muestra en filamentos, mientras que en las células en medio
esta proteina no se expresa. B) Western blot de células SKOV-3 en medio y en 3 LA y CMP de los LA diferentes. La expresion de

vimentina solo se muestra en las células incubadas en LA. Las CMP solo muestran expresion vimentina y no de E-cadherina. CMP
(Células Malignas de Paciente). Modificado de Toledo Leyva Tesis de Doctorado 201744
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V. JUSTIFICACION

El tratamiento del cancer de ovario es quirargico, enfocado a remover la mayor parte
de la masa tumoral encontrada en la cavidad abdominopélvica y quimioterapia
adyuvante basada en platino y taxanos; a pesar de esto, las pacientes recurren en
periodos variables con una enfermedad mas agresiva y resistencia a la quimioterapia
y solo 46% sobrevive mas de 5 afos.

Las células malignas mesenquimales contribuyen a la metéstasis. Adicionalmente se
sabe que la TEM esté relacionada con la resistencia a la apoptosis, la quimioterapia,
terapia dirigida e inmunoterapia.

Por lo anterior resulta relevante la deteccion de células malignas con fenotipo
epitelial, mesenquimal o estados intermedios en el liquido ascitico de pacientes con
COE con el proposito de establecer la proporcion de los fenotipos antes mencionados
y a mediano plazo conocer su relacion con la resistencia a la quimioterapia y el

periodo de recurrencia.
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VI. HIPOTESIS

El liquido ascitico de las pacientes con cancer de ovario epitelial contiene células
malignas con fenotipo epitelial, mesenquimal o intermedio y que expresan diversos

marcadores de la transicion epitelio-mesénquima.
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VI1I. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general

Detectar la proporcion de células malignas con fenotipo epitelial, mesenquimal o
intermedio asi como los marcadores de la TEM en células malignas provenientes de
LA.

7.2 Objetivos particulares

1. Detectar la proporcion de células malignas con fenotipo epitelial,
mesenquimal e intermedio en LA de pacientes con COE.

2. Evaluar la expresion del RNA mensajero de los marcadores de la TEM en
células provenientes de LA de pacientes con COE.

3. Detectar la presencia de células con fenotipo epitelial, mesenquimal e

intermedio en tejido tumoral de pacientes con COE.
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VI1Il. GRUPO DE ESTUDIO

Para este estudio se obtuvieron los diferentes tipos de muestra con base en los

siguientes criterios:

Criterio de inclusién:
Pacientes con diagnostico de cancer de ovario que presenten liquido ascitico y que

aun no reciban tratamiento.

Criterio de exclusion:
Pacientes con diagnostico de cancer de ovario que presenten liquido ascitico que

estén bajo tratamiento o que lo hayan recibido.
Criterio de eliminacion:

Pacientes que presenten liquido ascitico pero que no tengan diagnostico de cancer de

ovario.
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IX. ESTRATEGIA METODOLOGICA
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X. MATERIAL Y METODOS

10.1 Obtencion de muestras

Las muestras de LA y tejido tumoral utilizadas en este estudio se obtuvieron del
Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) con base en el protocolo aprobado por
los comités de Bioética y Cientifico del INCan (009/029/GOI) (CB/549/09). Las
pacientes fueron seleccionadas por la Dra. Dolores Gallardo Rincon y el Dr. Antonio
Bahena, médicos oncdlogos adscritos al Departamento de Oncologia Médica del
INCan. EI LAy el tejido tumoral se obtuvieron por personal médico calificado previa
firma de la Carta de Consentimiento Informado para cada una de las pacientes. Se

analizaron 9 liquidos asciticos y tres muestras de tejido tumoral (Tabla 2).

Tabla 2. Informacidn de las pacientes

ID No. de Fecha Dx histologico EC LA T
Expediente

PC1 172404 03/07/17 Seroso papilar alto grado IVB + -
Pc2 174154 12/10/17 Seroso papilar alto grado IVB + +
PC3 174150 19/10/17 Seroso papilar alto grado Hc + +
Pc4 174367 26/10/17 Seroso papilar alto grado IVA + +
PC5 180166 19/01/18 Seroso papilar alto grado VB + -
PC6 180600 23/02/18 Endometroide IVA + -
PC7 180648 02/03/18 Seroso papilar alto grado VB + -
PC8 180267 07/03/18  Seroso papilar alto grado IVA + -
PCo 180852 09/03/18 Seroso papilar alto grado IVB + -

EC: Etapa clinica, LA: liquido ascitico, TT: tejido tumoral

10.2 Obtencion de cultivos primarios de células de LA
El liquido ascitico se recolectd en cajas de cultivo T-75, las cuales permanecieron a

temperatura ambiente durante el traslado al laboratorio. EI LA se centrifugd a 4 000

rpm por 10 min a 4 °C y se almacend a -70 °C hasta su uso. Una porcién de LA se
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mantuvo en la caja de cultivo para lograr la adhesion de células suspendidas en el
mismo. Las células permanecieron en condiciones de cultivo a 37 °C y 5% de CO>
hasta por 3 semanas, con cambios de LA (centrifugado) de la misma paciente cada 7

dias.

10.3 Inmunofluorescencia indirecta

Previo a centrifugar el LA para su almacenamiento, se colocaron 2 ml de LA sobre
cubreobjetos limpios y estériles dentro de cajas de Petri de 35 mm, las cuales
permanecieron en condiciones de cultivo a 37 °C y 5% de CO.. Después de 24 h se
retir6 al LA, las células se lavaron con PBS tres veces y se fijaron con p-
formaldehido al 4% por 1 h a 37 °C. Enseguida se retird el p-formaldehido, las células
se lavaron tres veces con PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.2% en PBS
por 15 min a temperatura ambiente (TA). Posteriormente las células se lavaron y se
bloquearon con albimina sérica bovina (BSA) al 5% en PBS por 1 h a TA. Las
células se lavaron tres veces y se incubaron con los anticuerpos primarios: rata anti-E-
cadherina (No. Cat. SC-59778, Santa Cruz Biotechnology) en una dilucion 1:100 y
raton anti-Vimentina (No. Cat. MA5-11883, Thermo Fisher Scientific) en una
dilucion 1:100 en PBS toda la noche a 4 °C. Las células se lavaron tres veces con
PBS y se incubaron con los anticuerpos secundarios: cabra anti 1IgG de Rata-FITC
(No. Cat. 81-9511, Invitrogen™ ) y burro anti IgG de ratdn-AF595 (No. Cat.
A21203, Invitrogen™ ) por 1 h a TA en obscuridad. Finalmente, las células se
lavaron tres veces con PBS, se incubaron con Hoechst 33342 (No. Cat.62249,
Thermo Fisher Scientific) por 20 min a TA en la obscuridad, se lavaron tres veces
con PBS y se montaron en portaobjetos con VectaShield (No. Cat. H-1000, Vector).
Las laminillas se observaron en el microscopio confocal Carl Zeiss LSM-7000. Las

imagenes obtenidas se analizaron con el software Zen Pro.
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10.4 Citometria de flujo multicolor

El LA se centrifug6 a 1500 rpm por 3 min, la pastilla celular se lavd dos veces con
PBS vy se resuspendio en 15 ml de amortiguador de lisis de eritrocitos (NH4CIl 155
mM, NaHCOz 12 mM y EDTA 0.1 mM), se incubd por 5 min a TA, enseguida se
agregaron 15 ml de PBS para parar la reaccion de lisis. Las células se centrifugaron a
1500 rpm por 3 min y se lavaron tres veces con solucién de lavado (PBS-EDTA
5mM/SFB 0.5%). Después, las células se incubaron por 30 min a TA en agitacion
suave con los anticuerpos primarios: ratén anti-CD45-BV510 (No. Cat. 563204, BD
Horizon™) y raton anti E-cadherina-AF647 (No. Cat. 563571, BD Pharmingen™),
enseguida las células se lavaron 3 veces. Posteriormente, las células se fijaron por 10
min a TA con p-formaldehido al 1%; se lavaron tres veces y se incubaron con los
anticuerpos primarios: raton anti-WT1-PE (No. Cat. NBP2-47931PE, Novus
Biologicals), raton anti-PAX8-DL405 (No. Cat. NBP2-54539V, Novus Biologicals) y
raton anti-Vimentina-AF488 (No. Cat. 563571, BD Pharmingen™) diluidos en
solucion de permeabilizacion (BD Perbeabilization solution I1) por 30 min a TA. A
continuacidn, las células se lavaron y se resuspendieron en PBS-EDTA 5 mM. Las
muestras se analizaron en el citometro de flujo Cytoflex LX (Beckman Coulter) en el
Laboratorio Nacional de Servicios Experimentales (LaNSE) del CINVESTAV. Los

resultados obtenidos se analizaron utilizando el software Kaluza (Beckman Coulter).

10.5 Aislamiento de RNA total

El LA se centrifugd a 1500 rpm, las células obtenidas se lavaron tres veces con PBS,
y se lisaron con 1 ml de Trizol® (No. de Cat. 10296028, Thermo Fisher Scientific).
La fase de separacion se dejar reposar por 5 min a TA, con la finalidad de permitir la
disociacion de los complejos nucleoprotéicos. Posteriormente, se adicionaron 20 pl
de cloroformo, se realizé un ciclo de vortex/reposo vigorosamente (15 seg/15 seg) por
3 min. La muestra se centrifugd a 6,000 rpm por 15 a 4 °C y se procedié a retirar la
fase acuosa. Posteriormente la fase acuosa se transfirié a otro tubo y se adicionaron

500 pl de isopropanol para precipitar el RNA. Se homogenizo y se incubd 10 min a
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TA, se centrifugd a 6,000 rpm por 10 min a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y la
pastilla se lavo con 1 ml de etanol al 75%. Se centrifug6 a 3,500 rpm por 5 min a 4
°C. La pastilla de RNA obtenida se secd por 4 min y se resuspendio en 20 ul de agua
DEPC. Se incub6 por 15 min a 55 °C-60 °C y se almacend a -20 °C. La
concentracion de RNA se determiné por espectrofotometria a 260 nm. La integridad

de RNA se confirmo en geles de agarosa al 1%.

10.6 RT-PCR

A partir de RNA se sintetizd6 cDNA utilizando el First Strand cDNA Synthesis Kit
(No. Cat. K1612, Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones el fabricante.
Se tomaron 5 pug de RNA total de cada paciente, se adicion6 1 ul de oligo dT, y se
llevd a 12 ul con agua DEPC. La mezcla se incubé a 65 °C durante 5 min.
Posteriormente, se adicionaron 4 ul de amortiguador de reaccion 5X First Strand, 1 ul
de ANTP’s, 1 pl de inhibidor de RNA ribolock (20u/ul), 1 ul de la enzima M-MuLV
transcriptasa reversa (20u ul) y se incub6 a 37 °C durante 60 min 'y a 70 °C por 5 min
en el termociclador iCycler (Bio-Rad).

El cDNA obtenido se empled para la amplificacion de los mensajeros deseados
utilizando el reactivo PCR Master Mix (No. Cat. KO171, Thermo Fisher Scientific).
Se realiz6 una mezcla con un volumen final de 20 ul de la siguiente manera: 10 ul de
PCR Master Mix 2X, 3 ul de oligos sentido, 3 ul de oligos antisentido, 3 ul de cDNA
y 1 ul de agua DEPC. Los productos de amplificacion se visualizaron en un gel de
agarosa al 2% con 0.02% de bromuro de etidio. Como control positivo de la reaccion

y de carga de cDNA se realiz6 la amplificacion de GAPDH.

Para el disefio de los oligonucleétidos adecuados para la amplificacion de los
mensajeros de E-cadherina, N-cadherina, vimentina, snail, slug, twist, zebl y zeb2 se

utilizd el software PRIMER3 (http://primer3.ut.ee/) y la base de datos Primer

BLAST-NCBI, con base en la secuencia canénica de Homo sapiens (Tabla 3).
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Tabla 3. Secuencia de oligonucledtidos empleados para PCR

Mensajero Rl Anfisentido PFroducto
TGGACAGGGAGGATITIGAG AGGCIGTGCCIICCTACAGA 458 pb
ACAGTGGCCACCTACAAAGG GGATTGCCTTCCATGTCTGT 724 pb
VIELLGEN TCGCCAACTACATCGACAAG GCTTCAACGGCAAAGITCTC 625 pb
TIMACCTTCCAGCAGCCCTA CCAGGCTGAGGIATICCTIG 415 pb
GAGCATACAGCCCCATCACT CTCCCCCGTGTGAGTTCTAA 479 pbo
GICCGCAGICTTACGAGGAG CTAGTGGGACGCGGACTAT 314 pb
GCACCIGAAGAGGACCAGAG  TGGTGATGCTGAAAGAGACG 537 pb
TCCTAATATICCGCCIGTCG TCAGCAGTICATCGGAGTTG 512 pb

Los oligonuclotidos empleados para la amplificacion de los mensajero de E-cadherina, N-
cadherina, Vimentina, Snail, Slug, Twist, Zebl y Zeb2 se disefiaron con base en la
secuencia canoénica de Homo sapiens empleando el software PRIMER3 y la base de datos
Primer BLAST-NCBI.

10.7 Inmunohistofluorescencia indirecta

A través de la gestion realizada por la Dra. Dolores Gallardo, fue posible obtener
cortes de tejido tumoral de pacientes con cancer de ovario epitelial embebidos en
parafina, los cuales fueron proporcionados por el Dr. José Chanona Vilchis del
Departamento de Patologia del INCan, posterior al diagndstico histoldgico. El tejido
se desparafiné a 60 °C toda la noche. Posteriormente, los cortes histoldgicos fueron
colocados en xilol durante 5 min en tres ocasiones. Las laminillas se hidrataron en
soluciones descendentes de etanol (absoluto, 95%, 90%, 80% y 70%) durante 5 min
c/u. Después las laminillas se incubaron en PBS por 30 min. La recuperacion
antigénica se realiz6 utilizando un amortiguador de tripsina (0.1%, CaCl, 0.1% pH
7.8 en H.0 mQ) durante 30 min a TA en camara humeda. Los cortes se lavaron 2
veces con TBS-T durante 5 min c/u. Los cortes se incubaron con Sudan Negro al
0.3% en H.O mQ por 10 min a TA para reducir la autofluorescencia tisular. Se
lavaron tres veces con TBS-T. Enseguida los cortes se permeabilizaron con PBS-

Triton X-100 al 0.2% por 10 min y se lavaron tres veces con TBS-T. Para bloquear
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los sitios de union inespecificos, las muestras se bloquearon con BSA al 5% en TBS-
T durante 30 min a TA. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con los anticuerpos
primarios (anti-E-cadherina y anti-vimentina) descritos en la seccién de
inmunofluorecencia indirecta. Los anticuerpos se diluyeron 1:50 en Tris-HCI 0.05 M,
pH 7.4, con BSA al 1%, Tween 0.1% y se incubaron toda la noche a 4 °C. A
continuacion se lavaron tres veces con TBS-T por 5 min c/u y se incubaron por 1 h a
TA en camara himeda y en obscuridad con los anticuerpos secundarios: cabra anti-
IgG de rata-FITC (No. Cat. 81-9511, Invitrogen™) y cabra anti-lgG de Raton-PB
(No. Cat. P31582, Invitrogen™) en una dilucion 1:50 en Tris-HCI 0.05M, pH 7.4. Se
lavaron tres veces con TBS-T durante 5 min. Los ndcleos se tifieron con ioduro de
propidio (No. Cat. P1304MP, Thermo Fisher Scientific) por 30 min a TA en una
dilucion 1:1000. Se lavo tres veces y se montd con 15 ul de VectaShield (No. Cat. H-
1000, Vector). Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Las muestras
se analizaron utilizando el microscopio confocal Carl Zeiss LSM 700, y las imagenes

obtenidas se procesaron mediante el software Zen Pro.
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XI. RESULTADOS

11.1 Las células de LA presentan un fenotipo intermedio

Al observar al microscopio las células provenientes de los LAs de las diferentes
pacientes, se encontré que éstas presentaban morfologias diferentes. Las células de la
PC1, PC2, PC4 y PC6 mostraron una morfologia alargada, mientras que en general,
las células de la PC1, PC3, PC7 se observaron con morfologia redondeada. Por otro
lado, en la PC5 se encontraron células multinucleadas (Figura 7). Para detectar la
presencia de células con fenotipo epitelial, mesenquimal o intermedio en las células
provenientes de LAs se evalud la expresion de las proteinas E-cadherina (como
marcador de fenotipo epitelial; en color verde) y vimentina (como marcador de
fenotipo mesenquimal; en color rojo). Las células de todas las pacientes mostraron

expresion de E-cadherina y vimentina, lo cual sugiere un fenotipo intermedio.
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Nucleo Vimentina E-cadherina Combinado

Figura 7. Expresion de E-cadherina y vimentina en células de LA.
Todas las pacientes muestran expresion de ambos marcadores, por lo
que se consideran células con fenotipo intermedio. Células con forma
alargada se encontraron en las pacientes PC1, PC2, PC4 y PC6. Células
con morfologia redondeada se encontraron en las pacientes PC1 PC3 y
PC7. Células multinucleadas se encontraron en PCS5. Vimentina (Rojo),
E-cadherina (Verde), Nucleos (Azul). Barra = 20 pm.
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11.2 Las células malignas de LA en cultivo presentan un fenotipo intermedio.

Con el fin de evaluar la TEM en las células presentes en el LA de las diferentes
pacientes, fue necesario realizar pasos secuenciales de tincion para seleccionar las
poblaciones celulares de interés. Como primer paso se evalué la presencia de CD45%
como marcador de leucocitos, mismos que fueron descartados del andlisis. Enseguida
se buscaron los marcadores PAX8 y WT14%2 como marcadores de células malignas
(de manera individual o en combinacion) para identificar a la poblacion celular de
interés. Enseguida se procedio a buscar los marcadores especificos de la TEM, es
decir, E-cadherina y vimentina para determinar el fenotipo celular en transicion®3.

En el caso de la PC5, al momento de recibir el LA, una fraccion de éste se coloco en
caja de cultivo y se mantuvo en esta condicion durante tres semanas. Otra fraccion de
esta muestra se procesoé a las 24 h de haber colocado el LA conteniendo a las células
en cubreobjetos para su andlisis por IFI. El analisis por microscopia confocal mostré
que las células presentaban la expresion de ambos marcadores, es decir, E-cadherina
y vimentina. Posteriormente, se evaluaron las células provenientes de LA que
permanecieron en condiciones de cultivo durante tres semanas. [Esta muestra
presentdé una proporcion baja de leucocitos, ya que la mayoria de las células, al
momento del estudio, no expresaron CD45. Sin embargo, estas células resultaron
positivas para el marcador tumoral WT1, por lo que se consideraron células malignas.
Al evaluar la expresion de E-cadherina y vimentina en la poblacién de células
malignas se observd que la mayoria presentaba un fenotipo intermedio (E-

cadh*/Vim*) (Figura 8). Lo anterior, confirmo los resultados obtenidos por IFI.
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Figura 8. Fenotipo de las células malignas provenientes de LA (PC5). A)
Células de LA de la misma paciente analizadas por IFI 24 h despues de la
recepcion de la muestra. Nucleos (Azul), Vimentina (Rojo), E-cadherina
(Verde). B) Células de liquido ascitico (PC5) permanecieron en cultivo con LA
por 3 semanas, posteriormente las células se analizaron con el panel de
anticuerpos detallado en métodos. Leucocitos (CD45%) , Células malignas
(WT1%) ,  Células malignas con  fenotipo intermedio  (E-
cadherina*/Vimentina™).
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11.3 La proporcion de células malignas en LA es variable en cada paciente

Debido a que la deteccion de E-cadherina y vimentina por IFI, asi como la evaluacion
del fenotipo de células malignas por citometria de flujo se realizo en células que se
adhirieron al vidrio y a cajas de cultivo respectivamente, pensamos que el factor
adhesion podria influir en la expresion de marcadores epiteliales, tales como E-
cadherina. Por lo anterior, decidimos evaluar la presencia y proporcion de celulas
malignas de liquido ascitico de pacientes con COE lo mas pronto posible después de
su obtencidn, de este modo se analizo el fenotipo de las células malignas en LA en
suspension (como originalmente se encuentran en las pacientes con COE) sin que el
factor adhesion influyera.

Se analizaron 4 pacientes (PC6, PC7, PC8, PC9). Los resultados muestran que el LA
de las diferentes pacientes contiene, leucocitos (CD45%), células malignas
(PAXT/WTL), (PAX'/WTLY) y (PAX8/WTL"), asi como células no malignas
(PAX8/WTL).

De manera general, todas las pacientes mostraron una gran cantidad de leucocitos, sin
embargo, la proporcion de células malignas y no malignas varié en cada paciente.
Particularmente, en la PC6 se encontraron 2 poblaciones de células malignas
(PAX8T/WT1"). Una poblacion (identificada en color morado) mostré un fenotipo
mesenguimal, mientras que otra poblacién (identificada en color verde) presento
fenotipos epitelial, mesenquimal e intermedio; adicionalmente esta poblacién también
contenia células dobles negativas (E-cadh’/Vim’). En el caso de las PC7 y PC9 solo
hay una pequefia proporcion de células malignas (WT1%), sin embargo, esta pequefia
proporcion presenté un fenotipo claramente mesenquimal (Vim®*). Por otro lado,
aunque la PC8 no presentd células malignas, esta poblacion mostrd fenotipo
mesenquimal (Figura 9).

En todas las muestras de LA de las pacientes con COE se encontré una proporcion
variable de células no malignas (PAX8/WT1") (Figura 9).

30



PC6 LA

PC6

PC6 LA

PCé

[B] CD45 / SC-A [C]WT1 / PAX8 [C] R660-APC-A / Vimentin
g ¢ b |y:0" D++ G . Bad
z malignas con
3 Céulas fenotipo
malignas mesenquimal
< £
D 3 z
4 o
w _E Células malignas
> con fenatipo
epitelial,
i " —
Leucocitos
108 % P [ } .
+ v T o T 1074 -t . oy =
10° 10° 10° 0 10* 10t 107 0 10 10* 10*
CD45 WT1 E-cadherina
PC7  fou rer e re7 L
o= [B] CD45 / SSC-A [CIWT1 / PAX8 g [D+-] E-cadherina / Vimentina
2 Coeps B 10040+ D++ 4t Fet
oA
10 10
3
< £ 1
D © «
§ 004 2 104 E 10‘1 Células malignas con
> fenotipo mesenquimal
g e Céulas malignas F-- Fe-
» : Leucacitos 107+ 10
P N -- Do
100 0 100 0 ns 508 10 106 100 104 10° 10t
P C 8 PCCD;S WT1 E-cadherina
LA PCE LA PC8 LA
[B] CD45 / SSC-A i [CIWT1 / PAX8  [D--] E-cadherina / Vimentina
:. 100D+ D++ |0'-;F" F+s
10°4 10°4
-]
c
2 Z
2 10*4 g 10'4 Células no malignas
= fenoti
Células no malignas = ::su:::il:l‘;l
10" * 2 104
Leucocitos 4
o LR D+- “ 'F [Fs-
10 100 10 100 10 |:7 u'>' To‘ To’ To' 100 0 100 10 100
CD45 wT1 E-cadherina
PC 9 PC9 LA PCY LA PC9 LA
2 [B] CD45 / SSC-A o [CWT1 / PAX8 _[D+-] E-cadherina / Vimentina
100D+ De+ 1w oF-+ Fes
10 10°
: 2 g Células
z malignas con
% g 10t g 10* fmu'gipns 3
; { 3 | mesenquimal
¢ 10° - ; D"$.:' 1F-- |00 F+-
pi 1 M Células 10’
" 3 1 malignas
% Leucoditos . ¢
2 v 1074 v r -y - v—y 0
. o - v J + v r oy oy
0 0w ¢ N ;;‘T‘ b w I T T
CD45 E-cadherina

Figura 9. Proporcion de células malignas en LA de pacientes con
COE. Células provenientes de LA analizadas inmidiatamente despues
de su recepcion. A) PC6 B) PC7, C) PC8, D) PC9. Leucocitos (CD45%),
Células malignas (PAX"/WTI), (PAXY/WTI") y (PAX8/WTI).
Células no malignas (PAX8/WT1"). Fenotipo epitelial (E-cadh®/Vim),
Fenotipo mesenquimal (E-cadh”/Vim*), Fenotipo intermedio (E-

cadh/Vim").
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Para determinar la proporcién de leucocitos, células malignas con fenotipo epitelial,

mesenquimal e intermedio se partio de un mismo ndamero de células (500,000). Las

muestras se analizaron bajo las mismas condiciones y por triplicado. Los resultados

mostraron que la proporcion de leucocitos fue de 10% para la PC5, 60% en la PC6,
94% en la PC7, 90% en la PC8 y 70% en la PC9. Adicionalmente la proporcion de
células malignas fue de 80% para la PC5, 39% en la PC6, >1% para la PC7 y PC8y

de 8% para la PC9. La distribucion de los fenotipos epitelial, mesenquimal e

intermedio de las células malignas fue 1%, 0% y 79% respectivamente para la PC5,
2%, 35% y 2% para la PC6; 0%, >1% y 0% para la PC7 y PC8; y de 0%, 4% y 0%
para la PC9 (Tabla 4).

Tabla 4. Proporcién de células malignas con fenotipo epielial, mesenquimal e

é
7
8
9

Dx histolégico
Seroso papilar alto grado
Endometroide
Seroso papilar alto grado
Seroso papilar alto grado

Seroso papilar alto grado

EC
VB
IVA
VB
VA
VB

intermedio

Leucocitos
10%
60%
4%
0%
70%

CME
1%
2%
0%
0%
0%

CMM
0
35%
<1%
<1%
4%

CMmI
79%
2%
0%
0%
0%

CMT
80%
39%
<1%
<1%
8%

(*) Células en cultivo, EC etapa clinica; CME células maligas epiteliales; CMM células malignas
mesenquimales; CMI células malignas con fenotipo intermedio; CMT células malignas totales.
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11.4 La expresion de los factores de transcripcion asociados a la TEM varia en

cada paciente.

Para determinar si las células provenientes de LA presentaban los factores de
transcripcion asociados a la TEM se decidid evaluar los niveles de mRNA de los
factores snail, slug, twist, zebl y zeb2, asi como de E-cadherina, vimentina y N-
cadherina. Debido a la baja cantidad de células obtenida en algunas pacientes, solo se
analizo la expresion del mRNA de estos factores en 3 pacientes (PC7, PC8 y PC9).

Los resultados mostraron que las células de LA de las pacientes con COE muestran
una expresion diferencial de los mensajeros evaluados. Particularmente, la expresion
de E-cadherina resultdé baja en las PC7 y PC8, mientras que la PC9 muestra una
expresion elevada. En el caso de N-cadherina, la PC7 y PC8 no mostraron expresion,
mientras que en las células de la PC9 si hubo amplificacion del mRNA
correspondiente. En tanto que en todas las pacientes hubo expresion del mMRNA para
vimentina. En el caso de los factores de transcripcién, las PC7 y PC9 no expresaron
snail y twist, por el contrario, la PC8 mostro la expresion de ambos snail y twist.

Finalmente, todas las pacientes mostraron expresion de slug, zeb1y zeb2 (Figura 10).

11.5 Las células malignas de LA presentan un fenotipo diferente al que expresan

las células en tejido tumoral

Para determinar si la presencia de células malignas con los diferentes fenotipos
encontrados en LA refleja la expresion de los fenotipos en el tejido tumoral, se evalud
la expresion de los marcadores E-cadherina y vimentina por IHFI en tejido tumoral de
3 pacientes (PC2, PC3y PC4).

En el tejido tumoral de la PC2, se encontrd que la expresion de vimentina no fue
homogénea; al mismo tiempo, en esta muestra se encontré una expresion minima de
E-cadherina. Esto contrasta con la expresion de estos marcadores en las células de
LA, donde claramente se expresaron ambos marcadores (Figura 11 A). Por otro lado,
el tejido tumoral de la PC3 solo muestra expresion para vimentina y no para E-
cadherina, por el contrario las células de LA de la misma paciente presentan ambos
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marcadores (Figura 11 B). Finalmente, en el caso del tejido tumoral de la PC4 no se
encontrd expresion de E-cadherina ni de vimentina, lo cual contrasta totalmente con
las células de LA (Figura 11 C).

PC7 PC8 PC9

E-cadherina --m 458 pb
N-cadherina --ﬂ 625 pb
Vimentina -DD 724 pb
Snail --- 415 pb

Slug -:- 479 pb

Twist -=- 314 pb

Zeb1 =mm 537 pb

Zeb? -DD 512 pb
GAPDH EL‘D 459 pb

Figura 10. Expresion de mRNA de factores de transcripcion
asociados a la TEM. 3 paciente diferentes (PC7, PCS8, PC9)
muestran expresion diferencial de los marcadores de la TEM (E-
cadh, N-cadh, Vim) y de los factores asociados a la TEM (Snail,
Slug, Twist, Zebl, Zeb2).
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Figura 11. Expresion de E-cadherina y vimentina en tejido
tumoral. A) Tejido tumoral y células de LA de PC2. B) Tejido
tumoral y células de LA de PC3. C) Tejido Tumoral y células de
LA de PC4.

35



XI11. DISCUSION

El cancer de ovario es un problema de salud a nivel mundial debido a que no existen
sintomas especificos durante las etapas tempranas de la enfermedad ni estrategias
adecuadas para su diagnostico oportuno. Lo anterior lleva a que alrededor del 60% de
las pacientes se diagnostique cuando ya hay metéstasis, mientras que solo un 15% se
diagnostica cuando la enfermedad esta confinada a los ovarios'’. En etapas avanzadas
las pacientes presentan acumulacion de LA en la cavidad abdominopélvica la cual
esta relacionada con pobre prondéstico'. Sin embargo, no se conoce de manera
precisa la razén de por qué el LA se relaciona con el pobre pronéstico, a pesar de que
se destaca como una posible fuente de informacion para entender la patogénesis de la

enfermedad.

Estudios previos del LA se han enfocado en caracterizar sus componentes solubles
tales como: factores de crecimientos, citosinas, quimiocinas, hormonas, &cidos
nucleicos, etc.!3 Estos componentes se consideran importantes inductores de la TEM.
En el laboratorio, Toledo Leyva (2017) confirmé que el LA de pacientes con COE
induce el proceso de TEM en la linea celular SKOV-3. Asi mismo, encontr6 que las
células provenientes de LA expresaban vimentina y no E-cadherina, lo cual sugiere

que las células podrian presentar predominantemente un fenotipo mesenquimal.

Por lo anterior, en este estudio se decidié evaluar la presencia y proporcién de células
malignas con fenotipo epitelial, mesenquimal e intermedio en LA y en tejido tumoral.
El primer abordaje de este proyecto fue evaluar la presencia de las proteinas E-
cadherina y vimentina, como marcadores epitelial y mesenquimal respectivamente.
Para ello se realizaron ensayos de inmunofluorescencia indirecta con doble marcaje
en las células provenientes de LA que se adherian a cubreobjetos. Con estos ensayos
se encontro que las células que se adherian al vidrio presentaban diferente
morfologia, células alargadas tipo fibroblasto, células redondeadas y células
multinucleadas y que ademéas éstas presentaban un fenotipo intermedio (E-

cadh*/Vim*) (Fig. 7). Estos resultados difieren ligeramente de lo encontrado
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previamente por Ho M.C. y cols. (2011), quienes reportaron la presencia de 2
poblaciones de células provenientes de LA, una con fenotipo epitelial y otra con
fenotipo mesenquimal, utilizando como marcador epitelial la citogueratina 18 y como
marcador mesenquimal la vimentina mediante IFI por marcaje individual. Sin
embargo, las células analizadas permanecieron en cultivo en medio DMEM/F12 y
M199 y se analizaron hasta el tercer pase®. A pesar de que el cultivo de células
podria seleccionar las células malignas del LA, la condicion de cultivo prolongado y
el uso de medio de cultivo convencional podrian afectar la expresién de los
marcadores analizados debido a la plasticidad celular que poseen las células en
TEM16,19_

A diferencia del trabajo de Ho M.C. y cols. (2012), en este trabajo, se coloco el LA
sobre cubreobjetos de manera que las células permanecieran en su microambiente
original (el LA) y fueron procesadas a las 24 h de cultivo, reduciendo la influencia

del tiempo de cultivo en la expresion de las proteinas analizadas.

A pesar de que se considera que el LA es un fuente importante de células malignas,
diversos estudios han indicado que el LA es fuente de diversos tipos celulares tales
como células mesoteliales, fibroblastos, células endoteliales, leucocitos, entre otros.
Por lo anterior, se realiz6 una revision bibliografica en la busqueda de marcadores de
células malignas de cancer de ovario epitelial, encontrando que PAX8 y WT1 son
proteinas que permiten identificar células malignas de cancer de ovario de otros tipos
de cancer*’-%2, Se disefié entonces un panel de tinciéon multicolor para citometria de
flujo que permitiera conocer la proporcion de células malignas con fenotipo epitelial,
mesenguimal o intermedio el cual se describe de manera detallada en la seccion de

métodos.

Primero, se evaluaron células provenientes de LA que permanecieron en cultivo por
tres semanas en LA (PC5). Se encontrd que la mayoria de las células en cultivo eran
células malignas, debido a que expresaban WT1, ademas estas células presentaban un
fenotipo intermedio. Estos resultados concuerdan con lo observado por IFI para las

células de LA de la misma pacientes. Adicionalmente, estos resultados son similares
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a los encontrados por Strauss y cols. (2011), quienes establecieron cultivos primarios
de LA encontrando células malignas con fenotipo intermedio, las cuales también

expresaron marcadores de CSCs*.

Previamente se ha considerado que las células en TEM presentan una gran
plasticidad, y que el factor adhesion puede contribuir a la expresién de marcadores
epiteliales, tales como E-cadherina. Por ello, se evalu6 el fenotipo de las células
malignas en suspension inmediatamente después de la recepcion de la muestra. Los
resultados de esta evaluacién indican que la proporcién de células malignas en el LA
es variable en cada paciente. Para la PC6, PC7, PC8 y PC9 la proporcion de células
malignas fue de 39%, <1%, <1% y 8% respectivamente. La razdn de la diferencia en
la proporcion podria corresponder al subtipo histoldgico de cada una de las muestras.
Por ejemplo, la PC6 tiene un subtipo histolégico endometroide el cual se ha reportado
se disemina lentamente comparado con el subtipo histologico seroso papilar de alto
grado, que es el diagnostico histologico que presentan las PC7, PC8 y PC9. Entonces,
la presencia de una baja proporcion de células malignas en LA podria indicar la
elevada capacidad de las células para instalarse y generar implantes de los 6rganos de
la cavidad abdominopélvica. Sin embargo, se requiere el analisis detallado del reporte

de la cirugia citorreductora para confirmar lo antes mencionado.

A pesar de que la proporcion de células malignas en LA varia en cada paciente, las
células malignas presentan preferentemente un fenotipo mesenquimal en LA cuando
permanecen en suspension. El analisis de las células de manera inmediata después de
su recepcion permitié evitar la influencia de la adhesion celular a la expresion de
marcadores epiteliales como E-cadherina. Por ello, los resultados de citometria de
flujo de las células de LA de la PC5, PC6 y PC7, asi como los resultados de IFI de las
mismas PC7 confirman la plasticidad de las células mesenquimales y sugieren la

capacidad de revertir hacia un fenotipo intermedio o epitelial.

Las células malignas con fenotipo intermedio y mesenquimal estan relacionadas con

la resistencia a la apoptosis, resistencia a agentes quimioterapeuticos, terapia dirigida
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e inmunoterapia?’. Particularmente, Chebouti I. y cols. (2017), encontraron que 18%
de las celulas tumorales circulantes en pacientes presentaba un fenotipo epitelial y
30% un fenotipo en transicion antes de la cirugia y la quimioterapia, sin embargo,
después de la quimioterapia basada en platino las células con fenotipo en transicion
aumentan hasta el 52%, mientras que las células con fenotipo epitelial disminuyen al
14%. Estos indican que la quimioterapia basada en platinos selecciona las células en
transicion y que podria reflejar la evolucién hacia quimiorresistencia*®. Al tomar esto
en consideracion para la interpretacion de los resultados obtenidos en este trabajo, se
podria sugerir que la PC6 que presente un 35% de células malignas con fenotipo
mesenquimal y un 2% con fenotipo intermedio y la PC9 que presenta un 4% de
células malignas con fenotipo mesenquimal podrian ser refractarias a la quimioterapia
0 podrian progresar en menor tiempo con respecto a la PC7 y PC8 que presentan
menos del 1% de células malignas mesenquimales en LA. Sin embargo, ain no
sabemos si un porcentaje tan pequefio de células mesenquimales podria ser suficiente

para desarrollar quimiorresistencia.

En los ensayos de citometria de flujo encontramos que todas las pacientes presentaron
una proporcion de células con fenotipo mesenquimal que no son positivas a los dos
marcadores de células tumorales que usamos en este estudio. Esta poblacion celular
podria corresponder a fibroblastos, células endoteliales o células mesoteliales, las
cuales también pueden expresar vimentina o a una poblacion de células malignas que
no expresa PAX8 ni WTL. Para diferenciar entre los tipos celulares antes
mencionados en proximas pacientes, se plantea utilizar los marcadores FAP (proteina
activada de fibroblastos) para identificar fibroblastos, CD31 para células endoteliales

y calretinina para las células mesoteliales respectivamente.

Los resultados de RT-PCR mostraron que las células de LA expresan de manera
diferencial los factores de transcripcion asociados a la TEM. A pesar de que los
factores de transcripcion de la TEM se consideran redundantes en el mantenimiento
del fenotipo en transicion, también se han relacionado a otros procesos como su

participacion en la adquisicion de la pluripotencialidad, la resistencia a la apoptosis y
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a la quimiterapia®®23. Por ejemplo, los factores de transcripcién Twist y Zeb pueden
prevenir la senescencia inducida por oncogenes?®; la sobreexpresion de Snail o Twist
en células epiteliales de mama induce la TEM y la expresion de marcadores de
células “stem”?8, Por otro lado, estos factores también contribuyen a la resistencia a al
apoptosis?®®5, Esto hace pensar que la expresion diferencial de los mRNA en las
células de LA podria deberse a que las células en los LAs tienen propiedades
diferenciales en las pacientes.

Se encontro que todas las pacientes expresan los mensajeros de los factores Zebl y
Zebh?2; éstos se consideran factores tardios en la TEM, lo cual sugiere que las células
en LA podrian estar en la etapa final de la TEM. Adicionalmente, ha demostrado que
el bloqueo del factor de transcripcion Zebl en lineas celulares de cancer de ovario
resistentes a paclitaxel reestablece su sensibilidad a este compuesto®. Esto sugiere

que el factor de transcripcion Zeb1 participa en la quimiorresistencia.

Debido a que el tejido tumoral se analiza de manera detallada durante la clinica
oncologica y que ademas es la principal fuente de informacion para el diagnostico y
el disefio del tratamiento, se evalud la presencia de los marcadores E-cadherina y
vimentina en el tejido tumoral de tres pacientes y se compar6 con la expresion de
estas mismas proteinas en células de LA. Se encontrd que las células del tejido
tumoral poseen un fenotipo diferente al de las células en los LAs respectivos. Estos
resultados difieren de lo encontrado en otros tipos de tumor como en el caso de
cancer de mama, donde los tumores primarios y secundarios expresan de manera
conjunta E-cadherina y vimentina®. Sin embargo, para el caso del cancer de ovario
estos marcadores no se analizan de manera simultanea en ambos tipos de muestras
(tejido tumoral y liquido de ascitis) por lo que los estudios de la deteccion de los

fenotipos antes mencionados son escasos.

Finalmente, el tratamiento del cancer de ovario es quirdrgico, enfocado en remover la
mayor parte de la masa tumoral encontrada en los Organos de la cavidad
abdominopélvica y terapia adyuvante basada en platino y taxanos. A pesar de esto, las

pacientes recurren en periodos variables con una enfermedad mas agresiva y
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resistente a la quimioterapia, sin conocer de manera precisa la causa de este
fendmeno. Se sabe que las pacientes en etapas avanzadas y en la recurrencia,
presentan LA y los resultados de este trabajo indican que el LA de las pacientes con
COE presenta una proporcion diferente de células malignas, ademas, la mayoria de
las células malignas en LA presenta un fenotipo mesenquimal. Se sabe que las células
malignas con fenotipo mesenquimal son resistentes a la apoptosis y a la
quimioterapia, comparadas con las células epiteliales. Por ello resulta relevante su
deteccion en las pacientes con COE, debido a que estas células podrian en cierta
medida participar en el desarrollo de la resistencia a la quimioterapia y su presencia

correlacionar con el periodo de recurrencia.

El tratamiento del COE se disefia con base en el subtipo histoldgico del tumor y la
etapa clinica de las pacientes. El tejido tumoral se analiza para la expresion de los
marcadores PAX8 y WT1 para confirmar el origen del tumor y adicionalmente se
evallan otras moléculas como vimentina, para determinar si el tumor presenta
caracteristicas mesenquimatosas, mientras que el LA solo se analiza para la deteccién
de células malignas como un parametro requerido para la estadificacion de las
pacientes. Los resultados de este trabajo muestran que las células del tumor, son
negativas para E-cadherina y solo en algunas pacientes son positivas para vimentina
en algunas regiones del tumor, mientras que en los LA analizados en este trabajo, las
células malignas presentan un fenotipo mesenquimal o intermedio. Lo anterior
sugiere que la evaluacion del tejido tumoral podria no ser suficiente para el disefio del
tratamiento de las pacientes con COE y que el analisis del fenotipo de las células en
LA podria apoyar el disefio del tratamiento y mejorar el la sobrevivencia libre de
progresion y la sobrevivencia global. Sin embargo, se requiere dar seguimiento a las
pacientes analizadas en este trabajo, asi como un mayor nimero de muestra para

confirmar esta hipotesis.
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XIIl. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que en el 100% de las muestras de
LAs analizadas las células expresaron los marcadores de la TEM, es decir, se trata de
un fendomeno generalizado. En el caso de células adheridas al vidrio, éstas presentan
un fenotipo intermedio al igual que las células que permanecen en cultivo. Por otro
lado, la proporcién de células malignas en LA (analizadas en suspension) varia en
cada paciente asi como la distribucion de los diferentes fenotipos (epitelial,
mesenquimal e intermedio); sin embargo, predominan los fenotipos intermedio y
mesenquimal. Ademas, el patron de expresion de los factores de transcripcion
asociados a la TEM también varia en cada paciente pero confirma el estado en
transicion de las células en LA y finalmente, las células de LA presentan
principalmente un fenotipo mesenquimal e intermedio, lo cual difiere con lo

encontrado en el tejido tumoral.
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XIV. PERSPECTIVAS

Ampliar el panel de marcadores con anticuerpos anti-CD31, anti-FAP y anti-
calretinina para detectar células endoteliales, fibroblastos y células mesoteliales
respectivamente.

Aumentar el nimero de muestras en estudio.

Hacer un andlisis de correlacion de las poblaciones celulares encontradas con el

periodo de recurrencia y la resistencia a la quimioterapia.
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