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RESUMEN

El cancer de ovario (CaOv) es la neoplasia ginecolégica mas letal a nivel
mundial. Por lo general, se diagnostica en etapas tardias, después de que los
tumores se han diseminado dentro de la cavidad peritoneal principalmente al
epiplon, lo que limita la eficacia al tratamiento. El epiplon es un tejido adiposo
visceral, compuesto principalmente por adipocitos, y otras células, entre ellas,
células del sistema inmune predominantemente de tipo innato, como las Células
Linfoides Innatas (ILC, por sus siglas en inglés) y los linfocitos T y®, los cuales se
encuentran abundantemente dentro de este tejido. En el contexto tumoral, se han
descrito funciones antitumorales y/o protumorales para estas poblaciones celulares.
A la fecha se desconoce el papel de las células T y® e ILCs en el epiplon,
especificamente durante el desarrollo del CaOv. Por lo tanto, el objetivo del presente
proyecto fue caracterizar fenotipicamente las ILCs y linfocitos T y® en el epiplén de

un modelo murino inmunocompetente de CaOwv.

Analizamos mediante citometria de flujo las proporciones de ambas poblaciones
linfoides en el epiplon a diferentes tiempos de desarrollo de la enfermedad,
obteniendo una tendencia sin ser estadisticamente significativa, un aumento en la
proporcién de Linfocitos T yd a las 16 semanas de enfermedad comparado con el
control. En el caso de las ILCs, observamos una tendencia sin ser significativa, en
la disminucién en la proporcion de ILCs y del subgrupo ILC2s a partir de las 5
semanas del desarrollo tumoral, comparado con el control. Ademas, se realizaron
ensayos de deteccion de citocinas por citometria de flujo (CBA) de muestras
provenientes del epiplon, suero y liquido ascitico de los ratones en ambas

condiciones, encontrando niveles elevados de las citocinas analizadas en el epiplén.

En conclusion, observamos que después de la inoculacion intraperitoneal con
células tumorales de cancer de ovario, el primer sitio afectado por la metastasis fue
el epiplon. Dentro de este tejido se observdé un microambiente inflamatorio
compuesto principalmente por linfocitos T ydy una disminucion en las ILC2, asi
como también un aumento en las citocinas IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-
17.



Por otra parte, se conoce que los adipocitos pueden influir en el desarrollo tumoral
debido a que pueden liberar acidos grasos a través de la lipdlisis y éstos son
transformados durante la cetdlisis para la obtencién de ATP, siendo una fuente de
energia para las células tumorales. Una de las enzimas claves del metabolismo de
los cuerpo cetonicos es la proteina OXCT-1 que cataliza el primer paso de la
cetdlisis, el producto de OXCT-1 se convierte en acetil-CoA que finalmente alimenta
al ciclo del &cido tricarboxilico para la oxidacion y produccion de ATP. Por lo tanto,
se realizaron analisis bioinformaticos de esta proteina y se encontré un dominio
conservado de transferasa. Ademés, se realiz6 un interactoma, obteniendo
asociaciones con proteinas implicadas en el metabolismo de lipidos; se hizo una
prediccidn acerca de la vias metabdlicas en las que esta involucrada esta proteina,
resultando en la sintesis y degradacion de cuerpos ceténicos. Hasta este momento,
se necesitan mas estudios para conocer el papel preciso de esta proteina en el

cancer de ovario.



ABSTRACT

Ovarian cancer is the most lethal gynecological neoplasm in the world. It is usually
diagnosed in late stages, after the tumors have spread within the peritoneal cavity
mainly to the omentum, limiting the efficacy of treatment. The omentum is a visceral
adipose tissue, composed mainly of adipocytes, and other cells, including
predominantly innate cells of the immune system, such as Innate Lymphoid Cells
(ILC) and yd T lymphocytes, the which are found abundantly within this tissue. In the
tumor context, antitumor and / or protumoral functions have been described for these
cell populations. To date, the role of yd T cells and ILCs in the omentum, specifically
during the development of CaOv, is unknown. Therefore, the objective of the present
project was to characterize phenotypically the ILCs and y& T lymphocytes in the

omentum of an immunocompetent murine model of CaOwv.

We analyzed by flow cytometry the proportions of both lymphoid populations in the
omentum at different times of development of the disease, obtaining a trend without
being statistically significant, an increase in the proportion of yd T lymphocytes at 16
weeks of disease compared to the control. In the case of ILC, we observed a trend
without being significant, in the decrease in the proportion of ILC and the ILC2
subgroup after 5 weeks of tumor development, compared to the control. In addition,
cytokine detection assays were performed by flow cytometry (CBA) of samples from
the omentum, serum and ascites fluid of the mice under both conditions, finding high

levels of the cytokines analyzed in the omentum.

In conclusion, we observed that after intraperitoneal inoculation with ovarian cancer
tumor cells, the first site affected by metastasis was the omentum. Within this tissue
an inflammatory microenvironment composed mainly of yd T lymphocytes and a
decrease in ILC2 was observed, as well as an increase in the cytokines IL-6, IL-10,
TNF-a, IFN-y, IL- 2, IL-4, IL-17.

On the other hand, it is known that adipocytes can influence tumor development
because they can release fatty acids through lipolysis and these are transformed
during ketolysis to obtain ATP, being a source of energy for tumor cells. One of the

key enzymes of ketone body metabolism is the OXCT-1 protein that catalyzes the
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first step of ketolysis, the product of OXCT-1 is converted into acetyl-CoA that
ultimately feeds the tricarboxylic acid cycle for oxidation and production of ATP.
Therefore, bioinformatic analyzes of this protein were performed and a conserved
transferase domain was found. In addition, an interactome was performed, obtaining
associations with proteins involved in lipid metabolism; A prediction was made about
the metabolic pathways in which this protein is involved, resulting in the synthesis
and degradation of ketone bodies. Until now, more studies are needed to understand

the precise role of this protein in ovarian cancer.



INTRODUCCION

CANCER DE OVARIO

El cancer de ovario es un problema de salud publica debido a que se considera la
neoplasia ginecoldgica mas letal en el mundo. Segun GLOBOCAN, en el afio 2020
se estimaron aproximadamente 313,959 de casos nuevos de cancer de ovario en la
poblacion mundial, ademas este cancer es el responsable de 207,252 decesos
anuales (Sung et al., 2021) convirtiéendose en el séptimo cancer mas comun y la
octava causa mas frecuente de muerte relacionada con cancer en las mujeres de

todo el mundo (Lisio et al., 2019).

Estas cifras reflejan, en parte, la falta de biomarcadores predictivos, es decir, de
opciones de deteccién temprana, ya que los sintomas y signos son diversos e
inespecificos, lo cual puede repercutir negativamente en el diagnéstico de la
enfermedad y en el prondstico de las pacientes. Cabe mencionar, que la tasa
supervivencia a 5 afilos en aquellas pacientes diagnosticadas en estadio I, es del
90%. En aquellas con enfermedad regional (propagacion en tejidos adyacentes), las
tasas de supervivencia a 5 afios son alrededor del 80% y en aquellas con

enfermedad metastasica es del 25% (C. Stewart et al., 2019) .

Factores de riesgo

En general, existen diferentes factores que pueden conducir al desarrollo de cancer
de ovario. Las mutaciones en la linea germinal BRCA 1/2 (Breast Cancer 1/2)
representan alrededor del 14.1 % en pacientes con cancer de ovario, convirtiéndose
en uno de los principales factores genéticos predisponentes a esta enfermedad
(Alsop et al., 2012). Ademas, existen otras mutaciones involucradas en la reparacién
del DNA que pueden incrementar el riesgo a desarrollar cancer de ovario, como
TP53 (Walsh et al., 2011) RAD51D (Norquist et al., 2016), MRE11A (Walsh et al.,
2011) y algunos genes involucrados en la via de la anemia de Fanconi-BRCA
(Pennington & Swisher, 2012). Otros factores incluyen la nuliparidad, infertilidad,

terapia hormonal posmenopausica y la edad (Matulonis et al., 2016).



Diagndstico

Actualmente, no existen métodos de deteccion fiables para el cancer de ovario,
debido a que la prueba sérica del antigeno del cancer 125 (CA-125) es inespecifica
para esta enfermedad y los estudios de radiologia (por ejemplo, ecografia
transvaginal, ecografia abdominal, resonancia magnética y/o tomografia por
emision de positrones mejor conocida como PET) no son factibles y sensibles. Sin
embargo, la combinacién de varias pruebas de diagnostico puede ayudar a la
deteccidn del cancer de ovario. Ademas, se ha utilizado la inmunohistoquimica para
la diferenciacién de los subtipos de carcinoma epitelial contra otros canceres, debido
a que su morfologia puede ser muy similar. Por tanto, se utilizan estas tinciones
para su identificacion (por ejemplo, la tincién para citoqueratina 7 y 20), ayudando
a detectar el carcinoma de ovario, el cual a menudo se confunde con tumores
gastrointestinales (Lengyel, 2010). En etapas mas avanzadas de la enfermedad se
puede detectar liquido ascitico dentro de la cavidad abdominal, y para corroborar el

diagnéstico se puede realizar una biopsia de tejido (Rojas et al., 2016).

Tratamiento

Durante décadas, la cirugia citorreductora y los agentes quimioterapéuticos
combinados con platino-taxano, han sido los pilares en el tratamiento (Piver, 2006).
La primera consiste en la extraccion macroscépica total de todas las masas
neoplasicas diseminadas contenidas dentro de la cavidad peritoneal. Cabe sefialar,
gue el éxito de la cirugia es proporcional al estadio de salud en el que se encuentre
la paciente, obteniendo mejores resultados en etapas tempranas del cancer. La
quimioterapia combinada con platino o quimioterapia neoadyuvante se recomienda
después de una cirugia citorreductora exitosa. En algunos casos, no se requiere
ningun tratamiento adicional postcirugia ya que el diagnéstico es un tumor
localizado (estadio I). Sin embargo, la mayoria de las pacientes que se someten a
quimioterapia tendran una respuesta inicial, pero eventualmente recaeran,
desarrollando una enfermedad resistente a la quimioterapia (Odunsi, 2017).

Actualmente, se estan investigando nuevos tratamientos, como los inhibidores de la



angiogénesis, inhibidores de PARP (polimerasas de poli (ADP-ribosa)) e

inmunoterapia.

PARP es una familia de enzimas que catalizan la transferencia de ADP-ribosa a
proteinas diana (poli ADP-ribosilacidn); estas enzimas tienen diferentes funciones
en varios procesos biolégicos, como es la modulacién de la estructura de la
cromatina, la transcripcion y la replicacion, entre otros. En el contexto tumoral, los
inhibidores de PARP conducen a un aumento del dafio del ADN, particularmente en
tumores con defectos existentes en la reparacion del ADN (Morales et al., 2014;
Stewart et al., 2018).

Una alternativa para el tratamiento en pacientes con cancer de ovario es dirigirse al
sistema inmunoldgico, asi, la inmunoterapia con linfocitos T yd se ha considerado
un blanco para la transferencia celular adoptiva debido a que estas células ejercen
actividades antitumorales. Esta terapia consiste en la expansion ex vivo de células
T, previamente obtenidas y aisladas del tumor o de sangre periférica de un paciente,
posteriormente estas células expandidas son reintroducidas al paciente junto con
IL-2 recombinante después de una deplecion linfoide a través de quimioterapia, todo
ello, con el propdsito de estimular la actividad antitumoral de los linfocitos autélogos
y evitar la supresion inmunolégica (McCloskey et al., 2018).

Sin embargo, la eficiencia de la inmunoterapia es limitada (20%). Ademas, otros
estudios destacan que estas células pueden tener un efecto dual, es decir, pueden
tener actividades protumorales que le ayudan a las células cancerosas a la
progresion del tumor (Zhao et al., 2018). En un informe se demostré que el subgrupo
de linfocitos T Vy9Vd2 tenian una alta actividad litica en diferentes lineas celulares.
Asimismo, realizan funciones relevantes en la inmunidad infecciosa y la vigilancia
antitumoral. Por esta razon, los linfocitos T y3 se han convertido en células efectoras
atractivas para la inmunoterapia en cancer. Sin embargo, aun faltan estudios para
la aprobacion de esta terapia contra el cancer. Una limitante es el uso repetido de
fosfoantigenos que puede provocar grandes dafios en las células efectoras, también

puede inducir reacciones adversas significativas, dando como resultado progresion



tumoral (Zou et al., 2017). Por todo lo anterior, la comunidad cientifica busca en la

inmunoterapia activar la funcién antitumoral y atenuar la supresion inmunoldgica.

Profilaxis

Como se menciond anteriormente, no existen meétodos eficientes para la deteccion
temprana del cancer de ovario. Sin embargo, para pacientes con alto riesgo de
desarrollar cancer de ovario, asi como mutaciones en la linea germinal BRCA1 o
BRCA2 y otros genes implicados en esta enfermedad, se han implementado
estrategias quirargicas para reducir el riesgo de padecer esta neoplasia. Una de
ellas es la salpingooforectomia bilateral, que tiene como objetivo extirpar los ovarios
y las trompas de Falopio (Matulonis et al., 2016).

Clasificacion patoldgica

La clasificacion se basa en el origen celular del tumor, a saber, de tres tipos: células
epiteliales, células estromales y células germinales. Cada categoria incluye
subtipos. Ademas, existen combinaciones de dos 0 mas subtipos, conocidos como
tumores mixtos (Reid et al., 2017).

Los tumores de origen epitelial presentan la mayor incidencia y mortalidad en
comparacion con otros tipos de cancer de ovario, en esta categoria se incluyen
cuatro subtipos (histotipo) principales que han sido clasificados por los patélogos
con relacion a la morfologia de las células tumorales: seroso, mucinoso,
endometrioide, y de células claras. El histotipo seroso puede dividirse en bajo grado
y el de alto grado, siendo éste el mas frecuente, con alrededor del 70% de todos los
casos de carcinomas epiteliales, se presenta en pacientes de edad adulta y tiene
un peor prondstico en comparaciéon a el de bajo grado (Kaku et al., 2003;

Ramalingam, 2016).



Células claras Mucinoso

Figura 1. Histotipos en el carcinoma ovarico epitelial, utilizando la tincién H & E. Modificado

de: (Rescigno et al., 2013).

Estadios del cancer de ovario

Ademas de la clasificacion histopatoldgica, existe otra subclasificacién, propuesta
en 2014, por la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO), ésta
se basa segun el grado de diseminacion del tumor en el momento del diagnéstico.
En el estadio I, el cancer todavia se localiza en los ovarios 6 en las trompas de
Falopio. En el estadio Il, el cancer se ha expandido a otros 6rganos dentro de la
cavidad abdomino-pélvica, por ejemplo, al utero. En el estadio Ill, el cancer ha
invadido mas alla de la pelvis a érganos 0 tejidos dentro de la cavidad peritoneal 6
a los ganglios linfaticos retroperitoneales. En el estadio IV, la diseminacién
sobresale la cavidad peritoneal, esto incluye los pulmones y la afectacion de los
ganglios linfaticos inguinales y otros ganglios linfaticos extra abdominales. La etapa
mas avanzada de la enfermedad se puede caracterizar por una obstruccién
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intestinal maligna debido a la formacion de adherencias fibrosas entre las asas del
intestino por los tumores metastasicos. Dentro de las complicaciones a largo plazo
para la paciente se encuentran alteraciones alimentarias, causando caquexia,
desnutricion y, finalmente, la muerte por factores que pueden incluir una infeccion
intercurrente (Roett & Evans, 2009; Prat & Oncology, 2015).

Origen del cancer epitelial

Cada uno de los subtipos de los carcinomas epiteliales presenta una alta similitud
con las células no malignas que recubren los diferentes 6rganos del tracto genital
femenino; se cree que esto se debe a que estos epitelios derivan de un precursor
embriolégico comun, el mesotelio celébmico. En el caso de los tumores serosos,
endometrioides y mucinosos, éstos presentan morfologias similares a las células
epiteliales no malignas en la Trompa de Falopio, el endometrio y en el endocérvix,
respectivamente, a pesar de que el ovario normal no tiene componentes que sean
similares a estos tumores (Chen et al., 2003). Una teoria alternativa, describe que
los tumores seroso, endometrioide y de células claras, derivan del tejido de tipo
Miller y no del mesodermo como se pensaba antes, debido a que las trompas de
Falopio, el Utero y el endometrio proceden de los conductos de Miller; en cambio,
el ovario surge del epitelio mesodérmico en la cresta urogenital distante de los
conductos de Mdller (Dubeau, 2008).

Por otro lado, en el afio 2008 se propuso que existe una area de transicion epitelial
que es susceptible a la conversion maligna, que se asemeja al area de transicion

del ectocérvix y el endocérvix (Auersperg et al., 2008) .

MICROAMBIENTE TUMORAL

El sistema inmunitario es capaz de contrarrestar el crecimiento y proliferacion de las
células tumorales por un proceso denominado inmunovigilancia, donde puede
reconocer, controlar y eliminar a las células malignas (Rodriguez et al., 2018).
Desafortunadamente, se ha reportado que la respuesta antitumoral en pacientes
con cancer de ovario epitelial es deficiente debido a que dentro del microambiente

tumoral se encuentran células inmunosupresoras, promoviendo la progresion del
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cancer. Entre los componentes del microambiente tumoral se incluye a fibroblastos,
adipocitos en el epiplén, asi como células inmunitarias que pueden participar en el
microambiente tumoral como promotoras o inmunosupresoras (linfocitos T y B
reguladores y efectores, células NK, macréfagos, células mieloides supresoras y
linfocitos T y®) (McCloskey et al., 2018).

Ascitis

Un espacio en el que se presenta un microambiente tumoral es la ascitis 6 liquido
ascitico, se encuentra en mujeres con cancer de ovario, ocasionado por una
acumulacion de grandes volimenes de liquido en la cavidad abdominal (Penet et
al., 2018).

En general, la ascitis esta relacionada con un mal pronéstico para los pacientes.
Existen diversas causas para el desarrollo del liquido ascitico, que pueden ser no
malignas o malignas, entre ellas se incluye, la cirrosis, insuficiencia cardiaca
congestiva, nefrosis, pancreatitis, peritonitis, neoplasias malignas primarias o

metastasis hepaticas (Sangisetty & Miner, 2012).

Con respecto al cancer de ovario, generalmente en los estadios lIlIC y IV, se produce
la acumulacion del liquido ascitico en la cavidad abdominopélvica. La ascitis consta
de elementos celulares y elementos solubles (Prat & Oncology, 2015). En el caso
de los componentes celulares se incluyen fibroblastos, células mesoteliales, células
estromales derivadas de tejido adiposo, células endoteliales, adipocitos, células
inflamatorias y un repertorio de leucocitos. Dentro de los componentes solubles, se
tienen citocinas como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, etc., factores angiogénicos y de
crecimiento como TGF-f, EGF, VEGF, etc., componentes de la matriz extracelular
y exosomas, los cuales son mediadores de comunicacion celular (Cohen et al.,
2014; Kim et al., 2016).

La formacién del liquido ascitico se debe a que las células neoplasicas proliferan e
invaden el mesotelio, que posteriormente conlleva a un incremento en la
permeabilidad vascular, lo que conduce a una desrregulacion de la presion oncética

y ademas, el desprendimiento de las células tumorales trae consigo la obstruccion
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del sistema linfatico regional, provocando asi una acumulacion de liquido ascitico

en la cavidad peritoneal (Sangisetty & Miner, 2012).

El incremento en la permeabilidad vascular principalmente se da por la
desrregulacion del factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), que induce
la proliferacion celular, migracion, inhibicibn de apoptosis, angiogénesis y la
permeabilizacion de los vasos sanguineos. El mecanismo consiste en la regulaciéon
a la baja de la proteina claudina 5 en el endotelio peritoneal, lo que trae como
consecuencia un aumento de la permeabilidad peritoneal mediada por VEGF;
también otro mecanismo implicado en ello es la fosforilacion de tirosina del complejo
cadherina-catenina inducida por VEGF, que provoca un aumento de la
permeabilidad. Existen diferentes factores que pueden contribuir a la secrecion de
VEGF en el cancer de ovario, entre ellos se incluye la hipoxia, el &cido
lisofosfatidico, el factor de necrosis tumoral (TNF), la ciclooxigenasa 1,

metaloproteinasas de matriz y diversos factores de crecimiento (Kipps et al., 2013).

Metéastasis

La metastasis es un proceso por el cual las células tumorales se diseminan a partir
de un tumor primario hacia tejidos circundantes y 6rganos distantes. Este proceso
suele ser la causa principal de muerte en aproximadamente 90% de las personas
con cancer (Yousefi et al., 2017). En el cancer de ovario, la metastasis se puede

llevar a cabo por la via transcelémica o por via hematégena (Yousefi et al., 2020).

Con respecto a la metastasis transcelémica, ésta ocurre en distintas etapas y afecta
generalmente 6rganos vitales dentro del sistema gastrointestinal y genitourinario. El
primer paso es el desprendimiento de las células cancerosas de la superficie
ovarica. Después del desprendimiento, las células tumorales flotan en el liquido
ascitico para migrar a la cavidad peritoneal y al epiplén. Cabe sefialar que esto solo
ocurre cuando se acumula una cantidad excesiva de liquido ascitico en el peritoneo.
La células tumorales pueden flotar como células individuales o en mayor parte como
esferoides multicelulares. Estos esferoides pueden formarse por agregacion de
células tumorales o por gemacion directa. Ademas, tienen diferentes ventajas sobre

células individuales. Por ejemplo, los esferoides son menos sensibles a los
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efectores inmunes antitumorales, exhiben resistencia a los agentes
quimioterapéuticos, tienen una mayor capacidad para interactuar con los
componentes de la matriz extracelular y las células mesoteliales, facilitando la
invasion en el mesotelio y su posterior implantacion. Inmediatamente después de la
implantacion de células de cancer de ovario, la inflamacién y la lesion promueven
que las células mesoteliales, células inmunes y estromales asociadas secreten
citocinas como la interleucina IL-1, IL-6 e IL-8, que mejoran la angiogénesis tumoral
y estimulan la formacién de ascitis a través de una secrecion elevada de VEGF,
favoreciendo el crecimiento de los implantes. Por ultimo, se lleva a cabo el

crecimiento de las células tumorales en los sitios secundarios (Yousefi et al., 2020).

Durante mucho tiempo se ha asumido que la via directa es responsable del
desarrollo de la enfermedad metastésica. Sin embargo, en un estudio que utilizé un
modelo de parabiosis murino (dos ratones, uno con cancer de ovario y otro sin
cancer, que comparten un suministro de sangre), se demostré que el cancer de
ovario epitelial tiene preferencia por hacer metastasis en el epiplon mediante la via
hematdgena a partir del tumor primario y luego diseminarse a otras superficies
peritoneales. Ademas, en el silenciamiento del eje de sefializacion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico 3 (ErbB3, por sus siglas en inglés) / Neurregulina
1 (NRG1 por sus siglas en inglés) utilizando pequefios ARN de interferencia
(siRNA), se presenté una disminucion en la propagacion en la metastasis, por lo
gue este eje podria estar jugando un papel importante en este evento (Pradeep et
al., 2014).

Para una progresion exitosa de los tumores primarios hacia metastasicos, las
células epiteliales, antes de desprenderse del tumor, deben de someterse a una
transicion epitelio-mesénquima para facilitar la adhesion al sitio secundario, entre
los mas comunes se incluye el peritoneo y el epiplon. Esta transicion se caracteriza
por la ausencia de la expresion de E-cadherina, modificando su regulacion positiva
hacia otras cadherinas, una de las mas comunes en esta transicion es la N-
cadherina (Huber et al., 2005). Posteriormente estas células cancerosas pueden

sobrevivir y proliferar en condiciones de hipoxia adquiriendo un fenotipo invasivo
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(Imai et al., 2003). Por otro lado, aun no se conoce completamente si la ascitis se
encuentra presente al inicio de la metastasis o0 si esta presente en etapas mas

avanzadas de la enfermedad (Cannistra, 2004).

CAPITULO I: TEJIDO ADIPOSO Y EPIPLON

Se considera que el epiplon es el principal sitio de metastasis por las células del
cancer de ovario. El epiplon es un tejido adiposo visceral, en humanos se localiza
en el estbmago y se extiende cubriendo al intestino, y actia como un érgano
endocrino (Figura 3-B) (Dai et al., 2020). El epiplon humano funciona como un
regulador de la homeostasis peritoneal, ademas, regula el transporte de liquidos y
solutos, actividades angiogénicas, elimina patégenos, es fuente de células madre,

produce moléculas reguladoras y almacena y suministra lipidos (Clark et al., 2013).

Curiosamente, en el ratén, el epiplon es un deposito pequefio de tejido adiposo y
esta interconectado con el pancreas (Figura 3-A). Mientras que el epiplén humano
es de mayor tamafio, similar a un delantal que cubre los 6rganos abdominales y
es un depdsito importante de grasa abdominal. Sin embargo, el epiplon de ratones

y el de humanos tienen similitudes en su composicion y funcion (Khan et al., 2010).

El tejido adiposo se puede dividir en tres principales tipos segun su histologia: tejido
adiposo blanco, un érgano inmunocompetente complejo que representa la mayor
proporcion de masa adiposa en el cuerpo humano (95%), tejido adiposo café 6
marrén, constituye el 1-2% de la grasa en humanos y tejido adiposo beige/brite,
constituido por células intercaladas dentro del tejido adiposo blanco, las cuales
tienen la capacidad de transformarse en adipocitos marron en condiciones de frio o
estimulacién adrenérgica; son dificiles de cuantificar. Ademas de los adipocitos, el
tejido adiposo esta compuesto por preadipocitos, células madre mesenquimales,
células vasculares y células inflamatorias (Del Corno et al., 016; Kahn et al., 2019).
En cuanto a su funcion, el tejido adiposo esta involucrado en la regulacion del
balance energético a través de sus actividades metabdlicas, celulares y endocrinas
(Lee et al., 2014). El tejido adiposo blanco alberga células inmunitarias que secretan

factores proinflamatorios o antiinflamatorios, por lo tanto, se considera al tejido

14



adiposo como un regulador de la homeostasis inmunitaria y de las actividades
metabdlicas, alterando su funcionalidad en el tejido de pacientes con obesidad ( Del
Corno et al., 2018). El tejido adiposo se ubica debajo de la piel y también en
diferentes depdsitos como musculos, intestinos, epiplon y médula 6sea (Figura 2)
(Dai et al., 2020).

Figura 2. Localizacién de

1. Epiplén L, . .. .

2. Retroperitoneal depdsitos de tejido adiposo
3. Perirrenal . .

4. Mesentérico humano y murino. Modificada de:
5. Perigonadal (solo en raton)

6. Perilepicardial

7 Subcoams (Cleal et al., 2017).

8. Café

Figura 3. Comparacion del aspecto macroscopico entre el epiplén murino y el humano. A) El
epiplén murino se extiende desde la curvatura mayor del estdmago (st) y esta compuesto por un
area translucida (t) rodeada por un borde rico en tejido adiposo (a). B) En el epiplon humano, hay
pocas areas translicidas (flechas) pero muchas areas de tejido adiposo (a) estan presentes.
Modificado: (Wilkosz et al., 2005).
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Componentes del epiplén

El epiplon esta compuesto de una membrana transparente de colageno, ademas, la
mayor parte esta compuesto por adipocitos, vasos sanguineos o linfaticos, células

inmunitarias, células estromales y componentes de la matriz (Clark et al., 2013).

Composicion inmunoldgica del epiplén

En términos inmunoldgicos, de diferentes poblaciones celulares en el tejido adiposo,
alrededor del 80-90% son de tipo innato como ILC2, células T asesinas naturales
invariantes (INKT), las células T invariantes asociadas a la mucosa, las células
asesinas naturales (NK) y células T yd, en contraste con los organos linfoides
(Figura 4). Cabe mencionar que las células adaptativas son clave en el tejido
adiposo, como las células Treg Foxp3+ (Kohlgruber et al., 2018).

Como se mencion6 anteriormente, el tejido adiposo estd compuesto principalmente
de células de tipo innato. Se demostré que en el tejido adiposo las células T yd se
encuentran enriquecidas y son residentes de ese tejido tanto en humano como
ratbn, en comparacion con otros sitios como son la sangre, el bazo y el higado;
ademas observaron que los linfocitos T y® son productores de IL-17A y de TNFa,
ambas moléculas pueden inducir la produccion de IL-33 en células del estroma
adiposo. IL-33 es una adipocina que en el tejido adiposo tiene como funcion inducir
la proliferacion y el mantenimiento de los linfocitos T reguladores y es capaz de
inducir la termogénesis (Kohlgruber et al., 2018). Ademas, se sabe que las ILC2
responden a la IL-33, las cuales se han mostrado desrreguladas en tejido adiposo
blanco de humanos y ratones obesos, siendo el eje IL-33/ILC2 responsable de la
regulacién en la homeostasis metabdlica, dando como resultado la aparicion y
secrecion de péptidos de encefalina (Brestoff et al., 2015). Por otro lado, se identificd
una poblacion Unica de ILC1 residentes en tejido adiposo, la cual prolifera y se
acumula en este sitio por IL-12. También, demostraron que la produccion de IFN-y
por estas células, induce la polarizacion de macrofagos proinflamatorios en el tejido
adiposo y contribuye a la resistencia a la insulina relacionada con obesidad
(O’Sullivan et al., 2016).
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Endotelial

Macroéfago M2 Eosinéfilo

Figura 4. Componentes inmunoldgicos en el tejido adiposo. Modificado de: (Kane & Lynch,
2019).

Linfocitos T yo

Los linfocitos T yd son un subgrupo de linfocitos T que presentan el TCR1 en su
superficie, presentan funciones tanto innatas como adaptativas. El TCR de estos
linfocitos estd compuesto por dos cadenas de glicoproteinas, una cadena y y una
cadena 0. Ademas, pueden expresar receptores natural killer, como NKG2D.

Usualmente no expresan marcadores de linaje, como CD4 o CD8 (Wu et al., 2014).

Representan un pequefio subconjunto de linfocitos T no convencionales (1-10% en
sangre). Sin embargo, los linfocitos T yd en la mucosa intestinal se encuentran
enriquecidos, por ello, son conocidos como “linfocitos intraepiteliales” (Zhao et al.,
2018).

En los ratones, los linfocitos T y®, se clasifican segun la expresion de la region
variable de su cadena vy, por lo tanto, se conocen Vy1, Vy4, Vy5, Vy6, Vy7. Los

linfocitos Vy5 se encuentran exclusivamente en el ratén, no existe una contraparte
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en humanos. Por otro lado, los subconjuntos Vy1, Vy4, Vy6 son productores de IL-
17. Ademas, la mayoria del subconjunto Vy1 expresa la cadena V66, adquiriendo
caracteristicas de las células NK (Bonneville et al., 2010; Pellicci et al., 2020).
Mientras que en humanos se clasifican con base a la expresion de la cadena 9,
dividiéendose en 4 poblaciones, a saber: 81, 82, 83, 85 (Figura 6) (Lafont et al., 2014).
Existe otra clasificacion, basandose en su funcion: las células T efectoras yd y
células T reguladoras yd. Las primeras ejercen actividades antitumorales al
secretar diferentes citocinas y también ejercen actividades citotéxicas dependientes
de anticuerpos, mientras que las segundas son conocidas también como células T
y® supresoras, debido a que pueden alterar la funcion de las células efectoras,

resultando en el crecimiento tumoral (Zhao et al., 2018).

ol

Figura 5. Representacion esquematica de las diferentes poblaciones de células T y& en

Basado en el sistema
de Heilig y Tonegaw

Basado en el Perfil
de Citocinas

v

O
- O

ratones y humanos y como se clasifican las células T y3. Modificado de: (Xu et al., 2020).

En general, los linfocitos T yd murinos ejercen diversas funciones, por ejemplo, los
T Vy1, participan en la inflamacion del pulmén, inhiben el desarrollo de los T reg,
entre otras funciones. Los T Vy4 son productores de IL-17, IFN, TNF, en algunos
tejidos pueden promover la inflamaciéon y estan implicados en la eliminacion de

bacterias. Los T Vy5, promueven la reparacién de tejidos y la cicatrizacidn, protegen
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contra la carcinogénesis cutanea. Los T Vy6 participan en la inhibicién de la nefritis
y previenen la fibrosis pulmonar. Los T Vy7, se encuentran exclusivamente en
intestino y entre sus funciones esta la promocién del recambio de células epiteliales,

y previenen la colitis (Bonneville et al., 2010).

En el contexto tumoral, a los linfocitos T yd se les han atribuido funciones duales,
debido a que tienen la capacidad de reconocer y destruir a las células tumorales por
su funcion litica, independientemente del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(MHC). Ademas, poseen una gran capacidad de secretar citocinas, entre las
principales se incluye a IFN-y e IL-17 (Chen et al.,2019). Las funciones efectoras
citotoxicas de IFN-y contra infecciones y tumores, dotan a las células T yd de una
potente actividad antitumoral, (Rei et al., 2014). Mientras que la IL-17A se ha
reportado que tiene un papel inmunitario en el crecimiento tumoral. Asimismo, se
demostré que la IL-17A estaba sobre expresada en diferentes tipos de cancer: de
cuello uterino, de mama, de higado (carcinoma hepatocelular), de pulmén (células
no pequefas) y de pancreas (Chen et al., 2019) . Ademéas, pueden ser capaces de
reclutar células supresoras derivadas de mieloides (MDSC), que contribuyen a la
progresion tumoral de diversos tipos de cancer (de mama, de eso6fago, colorrectal),
siendo consideradas estas células como objetivos atractivos para la inmunoterapia
(Zhao et al., 2018). También pueden modular positivamente la expresion de Fas y
TRAIL, dando como resultado una mejoria en la actividad litica en tumores sensibles
a estos receptores (Fas o TRAIL). Otra funcién antitumoral de los linfocitos T y®
consiste en su capacidad para modular la apoptosis debido a la secrecién de

granzima y perforina (Zou et al., 2017).

Actualmente no se han realizado muchos estudios en donde se investigue el papel
de los linfocitos T y® en el cancer de ovario. En un estudio se reportd que las células
T yd productoras de IL-17 son capaces de reclutar macrofagos peritoneales
pequefios, dando como resultado una proliferacion de células malignas (Rei et al.,
2014).
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Células linfoides innatas (ILC)

Las células linfoides innatas (ILC) son una poblacion que proviene de un precursor
linfoide comun. Estas células carecen de receptores especificos de antigeno, ya sea
TCR o BCR generados por recombinacion genética. Pero tienen la capacidad de
reaccionar con mayor rapidez a las sefiales, o citocinas inductoras, expresadas por
células residentes del tejido, en comparacion a los linfocitos T, que pueden tardar
varios dias, debido a que se deben someter a la expansion clonal (Vivier et al.,
2018). Presentan en su membrana diferentes receptores de citocinas y alarminas.
Ademas, son consideradas las contrapartes innatas de los linfocitos T en la
inmunidad. Para poder ser activadas las ILC requieren de sefiales que provengan
indirectamente de patégenos o de otras poblaciones celulares, como células
tumorales; una vez activadas son capaces de secretar diferentes moléculas
solubles que median las funciones de células efectoras (Trabanelli et al., 2018).
Cabe sefalar que las ILC2, que expresan moléculas MHC de tipo I, pueden
interactuar con los linfocitos T especificos de antigeno para su regulacion (Oliphant
et al., 2014).

Inicialmente las ILC se habian dividido en 3 grupos, con base en la expresion de los
factores de transcripcion y de las funciones similares a los subconjuntos de linfocitos
T cooperadores, a saber, ILC1, ILC2, ILC3. Sin embargo, actualmente se
categorizaron en 5 subconjuntos segun su funcién y desarrollo, incluidos los grupos
anteriormente mencionados, células NK y células inductoras de tejido linfoide (Lim
& Di Santo, 2019). Con respecto a la expresion de los factores de transcripcion, las
ILC1 necesitan al factor de transcripcion T-bet para cumplir con su funcion y
desarrollo, ademas son capaces de secretar IFN-y. En el caso de las ILC2 necesitan
de los factores GATA3 y RORa, y pueden producir IL-5 e IL-13. En las células ILC3
necesitan del factor de transcripcion RORyt, y pueden secretar IL-22 y/o IL-17
(Ghaedi & Ohashi, 2020).

En términos de su funcién, las células ILC1 son muy similares a las Thl, ya que
ejercen actividades contra patdgenos intracelulares y tumores. Mientras que las

células ILC2 se asemejan a las Th2, porque reaccionan en contra de alergenos y
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parasitos extracelulares, ademas estan implicadas en la termogénesis y pueden
regular a las células epiteliales, tras la produccidén de anfirregulina. Por ultimo, las
células ILC3 tienen similitud a las Thl7, actuando contra microorganismos
extracelulares, por ejemplo, bacterias y hongos. También cuando son activadas las
células epiteliales, las ILC3 pueden regular la tolerancia a las toxinas y algunas
irradiaciones (Figura 7). Desafortunadamente, algunas de estas funciones pueden
desencadenar el desarrollo tumoral o incrementar la inflamacion debido a la

presencia de patogenos (Vivier et al., 2018).

Las ILC tienen diferentes funciones en el proceso del cancer. La ILC1 presenta
funciones antitumorales debido a que pueden secretar 0 expresar citocinas como el
IFN-y, promoviendo la inmunovigilancia y la eliminacion del tumor.
Desafortunadamente, se ha reportado que en pacientes con cancer de ovario
seroso de alto grado existe una poblacion de células CD56* CD3" capaz de suprimir
directamente las respuestas de células T antitumorales (Crome et al., 2017). Las
ILC2 juegan un papel protumoral debido a la expresion de IL-13 e IL-12, lo que atrae
células supresoras derivadas de mieloides, contribuyendo a la respuesta protumoral
en el microambiente debido a que son inmunosupresoras; ademas pueden expresar
anfirregulina, dando como resultado la inhibicion de las actividades citotéxicas de
las células CD8 en el tumor. Por otro lado, al expresar IL-5 pueden atraer a los
eosinofilos 0 a las células dendriticas que contribuyen al papel antitumoral. Por lo
anterior, las ILC2 tienen funciones duales en el cancer, dependiendo del contexto.
En el caso de las ILC3, éstas producen IL-22 o IL-17, las cuales se pueden
incrementar en un proceso inflamatorio o de angiogénesis y asi contribuir a la
diseminacién tumoral, ademas pueden expresar IL-8 para un respuesta antitumoral
debido a la infiltracién de linfocitos (Ghaedi & Ohashi, 2020).
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Citocinas en cancer

Las citocinas son un grupo amplio de microproteinas secretadas por diferentes
células. En particular, existe un subgrupo de ellas, conocido como interleucinas, que
actian como agentes inmunomoduladores en la maduracién, diferenciacion,
migracion y adhesion de las células inmunoldgicas. Aunque pueden ser secretas
por numerosas poblaciones, los principales productores son los macréfagos y los
linfocitos T cooperadores (Loo & Pui, 2020).

En la actualidad, se ha demostrado que las interleucinas son relevantes en el
desarrollo y progresion tumoral (Anestakis et al., 2015). Ademas, se ha
correlacionado la desregulacién en los niveles de citocinas con la aparicion de varios

tipos de cancer, como el cancer gastrico y el cancer colorrectal (Loo & Pui, 2020).

La inflamacion cronica puede ser un impulsor en el desarrollo tumoral, como en el
cancer de pulmén, piel, eséfago, gastrico, colorrectal y en el carcinoma

hepatocelular (Bruni et al., 2020) siendo la IL-1 uno de las mas importantes en el
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contexto tumoral inducido por la inflamacion (Dinarello, 2010), debido a que, impulsa
la liberacion rio abajo de citocinas proinflamatorias como IL-6 y media el
reclutamiento de células innatas, desencadenando una cascada de procesos
inflamatorios (Mantovani et al., 2019). Asimismo, la sobreexpresion de la IL-6 ha
sido relevante en diferentes tipos de canceres (Loo & Pui, 2020). En un estudio se
demostré que la concentracion de la IL-6 en individuos sanos era muy baja (Riedel
et al., 2005). La desregulacion de la IL-6 promueve la caquexia producida por el
cancer al regular la lipdlisis del tejido adiposo (Han et al., 2018). Una de las citocinas
proinflamatorias es la IL-17, la cual ejerce funciones protumorales en diferentes
canceres como en el cancer gastrico y el mieloma multiple (Briukhovetska et al.,
2021). Hasta el momento se desconoce el papel de las interleucinas en el cancer
de ovario, por ello, su identificacién y cuantificacion durante el desarrollo y

progresiéon tumoral nos ayudara a conocer mejor su funcion.

JUSTIFICACION
» El cancer de ovario es un problema de salud publica debido a que la mayoria de
las pacientes son diagnosticadas en etapas avanzadas, cuando se ha

desarrollado la metastasis.

» El principal sitio de metéastasis es el epiplon, el cual esta constituido en mayor
proporcion por adipocitos y otras células, entre ellas, las células inmunitarias de
tipo innato. Las poblaciones de ILCs y los linfocitos T y® se encuentran

enriquecidas en el epiplon.

* En otros tejidos, ambas poblaciones ejercen actividades antitumorales y/o

protumorales.

* A la fecha, se desconoce el papel de las células T yd e ILCs en el epiplén,

especificamente durante el desarrollo del cancer de ovario.

HIPOTESIS
Existen cambios en la proporcién y fenotipo de las ILCs y linfocitos T yd en el epiplon

durante el desarrollo de cancer de ovario en un modelo murino inmunocompetente.
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OBJETIVO GENERAL
Caracterizar fenotipicamente las ILCs y linfocitos T yd en el epiplon de un modelo

murino de cancer de ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Conocer la proporcion de las ILCs y linfocitos T yd en el epiplédn de un modelo

murino de cancer de ovario.

2. Evaluar las citocinas presentes en el epiplon.

MATERIALES Y METODOS

Ratones

Se utilizaron ratones hembra C57BL/6 de 7 a 8 semanas de edad de la Unidad de
Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL), y se
mantuvieron en condiciones especificas libres de patégenos en la UPEAL. Se
usaron 4 ratones por grupo, asignados aleatoriamente en los diferentes grupos.
Tuvieron acceso a comida y agua ad libitum en un ciclo de luz de 12 horas. Todos
los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) del Cinvestav, bajo el
protocolo No. 0288-19.

Cultivo Celular

La linea celular ID8 (Roby et al., 2000) derivada de la transformacion
maligna espontanea in vitro de las células epiteliales de la superficie del ovario de
ratbn C57BL/6, fue donada por el Dr. Fidel P. Zavala del Departamento de
Microbiologia Molecular e Inmunologia de la Universidad Johns Hopkins, Maryland,
USA. Las células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM alto en glucosa, 4%
de suero fetal bovino (SFB), 1% de suplemento que contenia insulina, transferrina
y selenito de sodio y 1% de solucion de penicilina-estreptomicina en una incubadora

con una atmosfera humidificadora con 5% de CO2 a 37 °C.
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Generacion de tumores in vivo

Las células ID8 (15 x 108/200 ul de PBS) se inocularon en los ratones por via
intraperitoneal (n=4). Como control negativo, se utilizaron ratones (n=4) inoculados
con 200 pl de PBS via intraperitoneal. Los ratones se monitorearon cada semana y

se sacrificaron a las 2, 5 y 16 semanas post inoculacion.
Digestion del epiplon

Una vez transcurrido los tiempos de estudio, los ratones se sacrificaron por
dislocacion cervical y se extrajo cuidadosamente el epiplon. Posteriormente, cada
epiplén fue pesado y se cortdé cuidadosamente en pequefios trozos utilizando un
bisturi, se digirié con 1 mg/ml de colagenasa tipo IV (Sigma-Aldrich C5138, 0.5% de
BSA en RPMI-1640 durante 15 min a 37 °C, con agitacién suave (120 rpm).
Después de la maceracion y filtracion del tejido en un colador de nylon de 70 um, el
material no digerido se elimind; enseguida se centrifugaron las células durante 10
min a 1500 rpm y después se resuspendieron en 1 ml de PBS, se utilizaron 10 pl de
la suspensién celular para el conteo de células totales del epiplén utilizando una

camara de Neubauer.
Citometria de flujo

La suspensién celular obtenida del epiplén se incub6 con un anticuerpo bloqueador
del receptor Fc (anti-CD16/32) (Biolenged No. 101330) durante 30 min a 4 °C para
evitar las uniones inespecificas de los anticuerpos. Las células muertas se
excluyeron utilizando el reactivo Live/Dead Aqua (Molecular probes No. L34957),
seguido de tincién superficial estdndar para analisis de citometria de flujo con
anticuerpos conjugados con diferentes fluorocromos; anticuerpos anti-Lineage
cocktail (V450) (BD biosciences No. 561301), anti-CD45 (FITC) (eBioscience No.
11-0451-81), anti-CD90.2 (AF700) (Biolenged No. 140323), anti-NK1.1 (APC)
(eBioscience 17-5941-81), anti-KLRG1 (BV786) (BD biosciences N0.565477) para
ILCs; anti- CD45 (FITC) (eBioscience No. 11-0451-81), anti-CD3 (PE-Cy5)
(eBioscience No. 15-0031-81), anti-TCR v biotin (streptavidina-PE) (eBioscience
No. 13-5711-82), para linfocitos T yd. Para la deteccion de RORyt y T-bet por las
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ILCs, a partir de la tincion con el panel ILCs, las células se incubaron con saponina,
un detergente que produce poros de manera reversible en las membranas celulares
y con los siguientes anticuerpos, anti-RORyt (PE-efluor610) (eBioscience 61-6981-
80) y anti-T-bet (PE) (eBioscience No. 12-5825-80). Las células se analizaron en el
citbmetro BD LSR Fortessa del Laboratorio Nacional de Servicios Experimentales
del Cinvestav (LaNSE-Cinvestav), y los resultados se analizaron con el software
FlowJo X.

Obtencion de muestras para la determinacion de citocinas

Para la determinacion de las citocinas en el epiplon, se utilizé el sobrenadante de
este tejido, para ello, se cort6 con bisturi en pequefios trozos sobre hielo en 1 ml de
PBS, posteriormente se macerd y se filtrd, utilizando una malla de nylon de 70 um,

lo obtenido se centrifugd por 5 min a 4000 rpm, se descart6 el sedimento.

Asi mismo, se recolectaron muestras de sangre retroorbital de todos los ratones
(n=4 por grupo) y se hizo un pool con dichas muestras. Posteriormente la sangre se

centrifugd a 4000 rpm por 5 min, para la obtencion del suero.

En el modelo murino de cancer de ovario, los ratones hembra generan liquido
ascitico alrededor de las 10 semanas post inoculacion; sin embargo, en este trabajo
se decidi6é analizar también tiempos tempranos de la enfermedad, en este caso, se
obtuvieron lavados peritoneales de los ratones. Se recolectaron muestras de liquido
ascitico y lavado peritoneal en todos los ratones analizados (n=4 por grupo). Para
el lavado peritoneal se utilizaron 5 ml RPMI- 1640. En ambos casos se realiz6 bajo
condiciones de esterilidad, posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 4000

rpm por 5 min.
Todas las muestras se almacenaron a -70 °C, hasta su uso.
Ensayo de perlas citométricas (CBA, cytometric bead array, por sus siglas en inglés)

El andlisis de las concentraciones de citocinas en muestras de sobrenadante del
epiplén, suero y liquido ascitico, se realizaron utilizando el kit de citocinas para raton
TH1/ TH2/TH17 (BD No. catalogo 560485). Este kit de matriz proporciona una
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mezcla de 7 perlas de captura con distintas intensidades de fluorescencia, que
fueron recubiertas con anticuerpos de captura especificos para cada citocina. Se
mezclaron las siete perlas de captura, colocando 5 pl de cada una de ellas.
Posteriormente, se agregé de manera consecutiva en cada tubo, 35 ul de la muestra
desconocida o diluciones estandar, 35 yl de las perlas de captura mezcladas y 35
Ml del reactivo de deteccion de ficoeritrina (PE). Después, se incubaron durante 2 h
a temperatura ambiente y en oscuridad. Las muestras se lavaron con 200 ul de
amortiguador de lavado y el sedimento de perlas se resuspendié en 300ul de
amortiguador de lavado. Las lecturas correspondientes a las citocinas en estudio se
adquirieron en el citometro BD LSR Fortessa de (LaNSE-Cinvestav) y se analizaron
en el software FlowJo X. Los estandares de citocinas se prepararon en diluciones
seriadas para facilitar la construccion de curvas de calibracion, necesarias para la

determinacién de las concentraciones de proteina en cada muestra.
Andlisis estadistico

Los experimentos independientes se repitieron al menos dos o tres veces. Las
diferencias estadisticas se determinaron con la prueba de Mann-Whitney. Un valor
de P <0.05 se considero significativo. Se utilizo el software GraphPad Prism 8.0 para

todos los analisis estadisticos.

RESULTADOS
Capitulo I: Proporciones de linfocito T yde ILCS en céancer de ovario y

cuantificacion de citocinas
El peso del epiplébn aumenta en etapas avanzadas de cancer de ovario

Inicialmente evaluamos la progresion del cancer de ovario midiendo el peso del
epiplon en diferentes momentos de la enfermedad. Como se muestra en la figura 8-
A, no observamos cambios significativos en el peso del epipldn en los ratones con
2 y 5 semanas de enfermedad comparados con el control, sin embargo, en los
ratones con 16 semanas de cancer, el peso del epiplon aumenté de manera no
significativa comparado con el control, reflejando la progresion tumoral. Ademas,

observamos una sorprendente pérdida de tejido adiposo inguinal y microimplantes
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en el epiplén agrandado en este grupo de ratones (16 semanas post inoculacién)

comparados con el grupo control, los cuales generaron ascitis (Figura 7-B)
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Figura 7. Progresion
tumoral en el epiplon. (A)
Peso (mg) del epipléon en
ratones C57BL/6 inoculados
via  intraperitoneal con
células ID8 y PBS
respectivamente (n=4 por
grupo; prueba de Mann-
Witney), se midieron en los
puntos de tiempo indicados.
(B) Ejemplos representativos
gue muestran una vista
general de la cavidad
abdominal de un ratén con
16 semanas de desarrollo de
céncer de ovario (derecha) y
un control (izquierda).
flechas: tejido  adiposo

inguinal.

La proporcion de linfocitos T y§ aumenta en el desarrollo tumoral

Los linfocitos T y6 son criticos para la inmunovigilancia tumoral (Lo Presti et al.,

2018). Para conocer la proporcion de los Linfocitos T y& en el epiplon, se inocularon

células ID8 en la cavidad peritoneal de ratones inmunocompetentes C57BL/6 (n=4)

y los comparamos con su control (inoculacion PBS) en ensayos de citometria de

flujo. Para identificar a la poblacién de interés, se realizaron diferentes selecciones

como se muestra en la figura 8-A. Observamos una posible tendencia no

significativa en el aumento de los linfocitos T y6 en los diferentes grupos analizados

(Figura 8-B). Estos datos sugieren que las proporciones de los linfocitos T y3 en el
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epiplon se encuentran alteradas desde etapas tempranas de la enfermedad, siendo

este fendmeno muy evidente a las 16 semanas de desarrollo del cancer de ovario.
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Figura 8. La proporcidon de los linfocitos T y§ aumenta durante el desarrollo tumoral. Se
inocularon ratones hembra inmunocompetentes de la cepa C57BL/6 (n=4) con células ID8 o
controles con PBS, sacrificados en diferentes tiempos de la enfermedad. (A) Gréfico de citometria
de flujo representativo de los linfocitos T yd en el epiplon. (B) Proporcion de Linfocitos T yd en el
epiplon en diferentes tiempos del desarrollo tumoral. Para conocer la normalidad se utilizé la prueba
Shapiro-Wilk y la prueba Mann- Whitney para conocer las diferencias entre grupos. Los datos son
representativos de 3 experimentos independientes.

La proporcion de ILCs y el subgrupo ILCs 2 disminuye en el epiplon durante el
desarrollo del cancer de ovario

De igual forma, determinamos la proporcién de ILCs y de los subgrupos de ILCS en
el epiplon de ratones inoculados via intraperitoneal con células ID8 (n=4),
sacrificandolos a diferentes tiempos de la enfermedad, a saber, 2 semanas, 5
semanas y 16 semanas. En la figura 9-A se muestran gréaficos representativos
obtenidos en el citbmetro de flujo para la identificacién de las poblaciones celulares

de interés. En ambos casos (ILCs en general y ILCS 2), observamos una posible
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tendencia sin ser estadisticamente significativa en la disminucién de las
proporciones de ILCs en los diferentes grupos analizados (Figura 9 B-C). La
poblacién de ILCs 1 no se detectd en ninguna de las condiciones estudiadas,
(grafico no presentado). Finalmente, el subgrupo ILCS 3 no mostré una tendencia
significativa. (figura 9-D).
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Figura 9. Proporcién de ILCSy subgrupo de ILCs en el epiplon durante el desarrollo de cancer
de ovario. Seinocularon ratones hembra inmunocompetentes de la cepa C57BL/6 (n=4) con células
ID8 o controles con PBS, sacrificados en diferentes tiempos de la enfermedad. (A) Gréfico de
citometria de flujo representativo de las ILCS y sus subgrupos. (B) Proporcion de ILCs en diferentes
tiempos del desarrollo tumoral. (C y D) Proporciones de ILCs 2 e ILCs 3 en el epiplon de ratones

inmunocompetentes con cancer de ovario. Para conocer la normalidad se utilizé la prueba Shapiro-
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Wilk y la prueba Mann- Whitney para conocer las diferencias entre grupos. Los datos son

representativos de experimentos independientes.

Por otro lado, las citocinas facilitan el crecimiento tumoral, pero al mismo tiempo,
son relevantes para producir una respuesta inmunolégica productiva dirigida al
tumor (Briukhovetska et al., 2021). Por lo tanto, se cuantificaron algunas citocinas
(IL-10, IL-17A, TNF, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2) presentes en el epiplon durante el
desarrollo del cancer de ovario; ademas, se recolectaron muestras de suero, liquido
ascitico y lavado peritoneal (dependiendo de las semanas de avance de la
enfermedad). Estas cuantificaciones de citocinas se llevaron a cabo utilizando la
tecnologia de CBA (ver seccién de Materiales y Métodos). En comparacion con el
método de ELISA tradicional, el CBA permite el andlisis de multiples citocinas en
una sola muestra y con menor volumen. Agrupamos los resultados de las
concentraciones de citocinas en tres grupos de acuerdo al kit de citocinas utilizado
(BD biosciences, CBA mouse Th1/Th2/Th1l7 No. de catdlogo 560485) (Figuras
10,11,12).

Citocinas relacionadas con las células Thl aumentan en el epiplon desde etapas

tempranas del cancer de ovario en comparacién con otros sitios (suero, peritoneo)

Las células Thl secretan principalmente IL-2, TNF e IFN-y. La IL-2 juega un papel
importante en la diferenciacién de las células T (Wei et al., 2014), mostré6 un
aumento sin diferencia estadistica en ratones con 2 semanas de cancer de ovario
en el epiplén y suero, en contraste con el peritoneo (lavado peritoneal) donde mostré
una disminucién en el mismo grupo analizado. Posteriormente a las 5 semanas de
enfermedad, en el epiplon, la IL-2 mostré una disminucién no significativa, en el
suero no hubo diferencias significativas con respecto a su control, y en el peritoneo
(liquido ascitico) aumenté en la condicién de cancer. En etapas avanzadas de la
enfermedad (16 semanas), en el caso del epiplon, hubo un incremento sin diferencia
estadistica, sin embargo, tanto en el suero como en el peritoneo (liquido ascitico)
no se puedo realizar la estadistica debido a que la n fue baja (n=2) (Figura 10-A, D,
G).
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Con respecto, a las otras dos citocinas analizadas, el IFN-y y TNF en el epiplén,
mostraron un aumento significativo a las 2 semanas de cancer de ovario, en
comparacion con el suero y el peritoneo (lavado peritoneal), mostrando un
decremento en la concentracion de ambas citocinas. A las 5 semanas, de desarrollo
tumoral, en la concentracion IFN-y no se encontraron cambios entre el grupo
problema y su control tanto en el peritoneo (lavado peritoneal) como en el epiplon;
en cuanto al suero, mostro un incremento sin ser estadisticamente significativo. En
el caso de TNF, tanto en el epiplébn como en el peritoneo (lavado peritoneal)
mostraron un incremento no significativo; en cuanto al suero, mostro una
disminucion en comparacion a su control en ratones con 5 semanas de cancer de
ovario. En etapas avanzadas del cancer de ovario, la concentracion de IFN-y
aumento en epiplén y suero; con respecto al peritoneo se encontré una disminucién
comparado con su control. Cabe sefialar que estas concentraciones se asemejan a
las presentadas en etapas tempranas de la enfermedad. Finalmente, el TNF mostré
un aumento en el epiplon y el peritoneo sin diferencia estadistica, sin embargo, no
se pudo realizar estadistica al tener una n baja (n=2) en la muestra de suero, no
mostrando cambios entre el grupo problema y el grupo control (Figura 10-B, C, E,
F, H, ).
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Figura 10. Citocinas relacionadas con las células Thl en un modelo murino
inmunocompetente de cancer de ovario. Para la determinacion de estas citocinas se realizaron
ensayos de CBA. (A-C) Concentraciones de IL-2, IFN-y y TNF respectivamente, en el epiplébn murino
(n=4). (D-F) Concentraciones de IL-2, IFN-y y TNF respectivamente en muestras de suero murino
(IL-2: Semanas 2 n=4, semanas 5 n=3, semanas 16 n=2; IFN-y: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3y
semanas 16 n=3; TNF: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y semanas 16 n=2) (G-1) Concentraciones
de IL-2, IFN- y y TNF en el peritoneo murino (IL-2: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3, semanas 16
n=2; IFN-y: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3, semanas 16 n=3; TNF: semana 2 n=4, semanas 5 n=3,
semanas 16 n=3). Para conocer la normalidad se utiliz6 la prueba de Shapiro -Wilk y para conocer
las diferencias entre grupos se utilizo la prueba T-student no pareada. Se consideraron significativos
los valores de p inferiores a 0.005.
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La concentracion de las citocinas relacionadas con las células Th2 (IL-4 y IL-10)
aumentan desde etapas tempranas del cancer de ovario en el epipldn, suero y
peritoneo

La IL-4 e IL-10 son citocinas relacionadas con las células Th2. Ambas citocinas,
mostraron un incremento significativo en el epiplon a las 2 semanas de cancer de
ovario, de forma similar, mostraron un incremento no significativo en el peritoneo,
en el caso del suero solo incrementd la IL-4, mientras que, la IL-10 disminuyd en
tiempos tempranos de la enfermedad. Por otra parte, a las 5 semanas del desarrollo
tumoral, ambas citocinas se encontraron aumentadas en todas las muestras
analizadas en condicién de cancer comparado con su control, siendo méas evidente
este cambio en suero y peritoneo (lavado peritoneal). Del mismo modo, la IL-4
mostré un aumento no significativo a las 16 semanas de cancer de ovario en todas
las muestras analizadas, mientras que, la IL-10 no mostr6 cambios en el peritoneo
y suero debido a que el nUmero de muestras analizadas no fue suficiente para
realizar la estadistica, y en el epiplébn aumenté de manera no significativa (Figura
11).
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Figura 11. Citocinas relacionadas con las células Th2 en un modelo murino
inmunocompetente de cancer de ovario. Para la determinacién de estas citocinas se realizaron
ensayos de CBA. (A-B) Concentraciones de IL-4 e IL-10 respectivamente, en el epiplén murino (n=4).
(C-D) Concentraciones de IL-4 e IL-10 respectivamente, en muestras de suero murino (IL-4:
semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y semanas 16 n=3; IL-10: semana 2 n=4, semanas 5 n=3, semanas
16 n=2) (E-F) Concentraciones de IL-4 e IL-10 respectivamente en el peritoneo murino (IL-4:
semanas 2 n=4, semanas 5y 16 n=3; IL-10: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y semanas 16 n=2).
Para conocer la normalidad se utilizo la prueba de Shapiro -Wilk y para conocer las diferencias entre
grupos se utilizé la prueba T-student no pareada. Se consideraron significativos los valores de p
inferiores a 0.005.
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La concentracion de la IL-6 relacionada con las células Th17 aumenta en etapas

tempranas del cancer de ovario en el epiplon, suero y peritoneo.

La IL-17 e IL-6 se producen a partir de las células Th17 activadas. La concentracion
de IL-6 mostré una tendencia al alza en la condicion de cancer en todas las muestras
analizadas, siendo solo significativo a las 2 semanas de enfermedad; asimismo, el

suero presenta la menor evidencia de esta tendencia (Figura 12-A, D, F).

Por otro lado, la IL-17 mostr6é una tendencia al alza de manera no significativa en el
epiplon en todos los tiempos analizados, en el caso del suero, esta interleucina
mostré una tendencia al alza sin ser significativa a partir de las 5 semanas de
enfermedad. Por dltimo, en el peritoneo, a las 5 semanas se encontr6 una
disminucién en la concentracion de esta interleucina y en etapas avanzadas de la
enfermedad (16 de semanas) no se pudo realizar la estadistica debido a que la n
(n=2) utilizada fue baja (Figura 12-B, E, G).
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Figura 12. Citocinas relacionadas con las células Thl17 en un modelo murino
inmunocompetente de cancer de ovario. Para la determinacion de estas citocinas se realizaron
ensayos de CBA. (A-B) Concentraciones de IL-6 e IL-17 respectivamente, en el epipldbn murino (n=4).
(C-D) Concentraciones de IL-6 e IL-17 respectivamente, en muestras de suero murino (IL-6:
semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y semanas 16 n=3; IL-17A: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y
semanas 16 n=3). (E-F) Concentraciones de IL-6 e IL-17 respectivamente en el peritoneo murino (IL-
6: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y semanas 16 n=3; IL-17A: semanas 2 n=4, semanas 5 n=3 y
semanas 16 n=2). Para conocer la normalidad se utiliz6 la prueba de Shapiro -Wilk y para conocer
las diferencias entre grupos se utilizo la prueba T-student no pareada. Se consideraron significativos
los valores de p inferiores a 0.005.
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DISCUSION

El cancer de ovario es una enfermedad heterogénea, conformada de tumores con
diferentes tipos de histologia, grados y caracteristicas moleculares (Lheureux et al.,
2019). La mayoria de las pacientes que padecen esta enfermedad, muestran un
resultado clinico desfavorable, debido a que el diagnostico se realiza en etapas
avanzadas cuando el tumor se ha diseminado a la cavidad peritoneal y los 6érganos
abdominales superiores (Kuroki & Guntupalli, 2020), lo que ocasiona una alta tasa
de mortalidad. Aproximadamente el 80% de las pacientes con cancer de ovario
presentan metastasis en el epipldn, sitio donde se genera la primera etapa de
metastasis del cancer de ovario (Dai et al., 2020).

Se tienen antecedentes claros de que el cancer de ovario para diseminarse, tiene
una preferencia por el tejido adiposo dentro de la cavidad abdominal, tal es el caso
del epiplon; ademas, este nicho enriquecido en adipocitos ofrece a las células

tumorales nutrientes y factores de crecimiento (Nieman et al., 2011).

En este trabajo determinamos las proporciones de linfocitos T yd e ILCs en el
epiplon. Para esto, utilizamos un modelo murino inmunocompetente singénico de
cancer de ovario (ID8) ampliamente utilizado, debido a que este modelo tiene
caracteristicas clinicas similares al cancer de ovario seroso de alto grado (el mas
comun de los histotipos). Esto incluye las caracteristicas morfologicas, la
diseminacién por toda la cavidad peritoneal y la acumulacion del liquido ascitico
(Roby et al., 2000); asimismo, el sistema inmune esta intacto, lo que permite
estudiar el impacto de las células inmunitarias en la progresion de cancer. Después
de la inoculacion intraperitoneal de las células ID8, los ratones fueron sacrificados
en diferentes tiempos de la enfermedad, a saber, 2, 5, 16 semanas, para la
obtencion del epipldn a través de una cirugia. En los 2 primeros tiempos analizados
no se pudieron observar nddulos tumorales dentro del epiplén. Sin embargo, a las
16 semanas de desarrollo de cancer de ovario, el epiplon en su totalidad fue
invadido por las células tumorales ocasionando un aumento drastico en el tamafio
y peso, junto con el desarrollo de ascitis. Sorprendentemente, observamos pérdida

de tejido adiposo inguinal, lo que sugiere que la formacién de ascitis se asocié con
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la pérdida del tejido adiposo. Se cree que en cuanto mayor es el volumen y la
frecuencia con la que se acumula la ascitis, peor es el prondstico (Ayantunde &
Parsons, 2007).

En relacion con la respuesta inmune, a la fecha, las células T yd murinas se han
implicado en la homeostasis epitelial, la cicatrizacion de heridas cutaneasy el
mantenimiento de la mucosa intestinal, y se han destacado como de tipo innato,
expresando TCR candnicos (Hunter et al., 2018). Actualmente se ha descrito que
las células T y6 pueden ejercer efectos que promueven o suprimen el tumor, y estos
efectos varian segun el contexto tumoral (Zhao et al., 2018). En diferentes estudios
se demostré que los linfocitos T ydtienen actividades antitumorales criticas
(Raspollini et al., 2005), debido a que pueden reconocer y destruir varios tipos de
células tumorales a través de la actividad litica no restringida del MHC y una
abundante capacidad de secrecion de citocinas, a diferencia de las células T af§
(Chen et al., 2019). El papel de los linfocitos T y5 en el cancer de ovario no se ha
descrito con claridad. Por lo tanto, con el fin de contribuir a un mejor entendimiento
de la funcién de estas células en esta patologia, determinamos la proporcién de esta
poblacién inmune en el epipldn. Nuestros resultados mostraron una tendencia en
aumento, sin ser estadisticamente significativa, en los linfocitos T yd en diferentes
etapas de la progresion tumoral. Este aumento de las células T y6 también se ha
reportado en el cancer de mama, constituyendo una poblacion dominante en el
microambiente supresor durante la progresion tumoral; por ello, estas células
pueden servir como un biomarcador pronostico valioso e independiente (Ma et al.,
2012).

Generalmente en humanos, las células T y5se dividen en dos subconjuntos
principales dependiendo de su cadena 6 de su TCR:las células T Vé2, que se
encuentran en mayor proporcion en la sangre periférica y actdan en infecciones
microbianas y las células T V51 o células intraepiteliales, cuando existe un dafio
estructural o estrés (Wu et al., 2017) . Es conocido, que en tumores de cancer de
mama actla como una poblacion dominante (células T y81), teniendo la capacidad

para suprimir las respuestas de las células T virgenes y efectoras, y bloquear la
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maduracion y funcion de las células dendriticas (Peng et al., 2007). En varios
estudios, utilizando modelos murinos de tumores, se demostrg, que las células T
vd existentes en el microambiente tumoral, implicadas en la induccion de la

tolerancia inmunologica especifica del tumor (Ma et al., 2012).

Hasta la fecha se necesita una comprension mas detallada sobre la regulacion
negativa de las células T yd en cancer. Sin embargo, las células T yd siguen siendo
objetivos atractivos para la terapia antitumoral, por su alta actividad citotoxica y por
el reconocimiento de antigenos sin la necesidad de las moléculas del MCH.
Particularmente en cancer de ovario, la informacion es contradictoria. Por una parte,
los modelos murinos de xenoinjerto demostraron que las células T yo redujeron la
carga tumoral a través de la produccién de la IL-17, es decir, que las células T
vd pueden matar eficazmente las células madre de cancer de ovario (Lai et al.,
2012). No obstante, se inform6 que la produccion de IL-17 por las células T vd
infiltrantes del tumor podria estar desempefiando funciones supresoras dentro del
microambiente de cancer de ovario. Asimismo, en tejido de tumores ovaricos se
encontré un mayor numero de las células T y3 junto con una capacidad citotdxica
parcialmente afectada contra las células tumorales en comparacién con tejido de
ovario normal. Los sobrenadantes de este microambiente tumoral promueven la
acumulacion de las células T y5 atrayéndolas y reclutandolas en este espacio (Chen
et al.,, 2019) . En ese mismo afo, otro grupo reportd que las células T yo del
subgrupo Va2 erradicaron por completo los tumores en etapas tempranas del cancer
de ovario epitelial tanto in vitro como in vivo, a través de su capacidad citotdxica
(Mao et al., 2019).

Por otro lado, se encontré que las células T yd eran mas abundantes en varios
depdsitos de tejido adiposo murino, particularmente en el epiplon y epididimo en
comparacion con otros organos, incluidos el pulmoén, higado, sangre y bazo
(Kohlgruber et al., 2019). En recientes estudios, se encontr0 una poblacion de T
v en ratones, distinguiéndose por medio del CD27 en dos subconjuntos. Las células
T v CD27* que producen IFN-y, ubicadas en la mayoria de los tejidos y el otro

subconjunto son las células T yd CD27- del tejido adiposo. Este ultimo subconjunto,
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tiene una alta expresion de CD3 y PLZF y producen TNFa, ejercen funciones
relacionadas con la inflamacion, regulacién de la termogénesis y son una fuente
importante para la produccion de IL-17A in situ (Mentha et al., 2015; Kohlgruber et
al.,2019). Asimismo, se encontrd que las células T yo residentes de tejido adiposo
inducen la produccién de IL-33 por las células estromales a través de la secrecion
de IL-17A y TNF- a (Kohlgruber et al., 2019). En un estudio reciente, se investigo la
distribucion de las células T yden el epiplon e higado de pacientes con
adenocarcinoma de eséfago, demostrando que los subgrupos V6l y V83 son los
mas prevalentes, expresan predominantemente citocinas Thl y Thl7, las cuales
presentan un potencial de desgranulacion, lo que indica su capacidad citotéxica, por
altimo, se encontro una abundancia de los linfocitos T yd CCR6" en higado y epiplon,
lo que se sugiere que el CCR6 gobierna la migracion de las células T yd a esos sitios
(Melo et al., 2021).

En este trabajo se observdé una tendencia en aumento de los linfocitos T
v observadas en el epiplén del modelo murino de cancer de ovario, esto sugiere
gue este tipo celular migra al microambiente tumoral y en etapas avanzadas de esta
esta enfermedad, se observa una mayor acumulacion de este tipo celular, las cuales

posiblemente actian suprimiendo la actividad antitumoral.

Por otra parte, se sabe que las ILCs son efectoras y reguladoras del sistema
inmunoldgico de tipo innato y han sido objeto de investigacion en los dltimos afios,
debido al papel que presentan en infecciones, inflamacion, homeostasis metabdlica
y cancer (Artis & Spits, 2015).

En conjunto de los resultados previamente mencionados, se conoce que el tejido
adiposo comprende un amplio espectro de células inmunes, incluyendo a los
linfocitos T v9, y las ILCs, particularmente de tipo 1y 2 (Michailidou et al., 2021). Por
esto, en este trabajo se analizaron las proporciones de las ILCs y sus subgrupos en
el epiplon durante diferentes tiempos de desarrollo del cancer de ovario, observando
la ausencia del subgrupo ILC1 en todas las condiciones analizadas, a diferencia de
lo previamente reportado (O’Sullivan et al.,, 2016), que demostraron una

acumulacion de ILC1 en el tejido adiposo de ratones alimentados con una dieta alta
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en grasas, induciendo directamente una inflamacion local y resistencia sistémica a
la insulina (Wang et al., 2019). Al igual que en pacientes con obesidad y diabetes
mellitus tipo 2, se obtuvo un aumento del niumero de ILC1 adiposas, provocando

fibrogénesis adiposa dependiente de IFN-y (Wang et al., 2019).

A continuacion, se analiz6 las proporciones de las ILC2, observando una mayor
proporciébn en comparacion con los otros subgrupos en el epiplon murino.
Consistente con nuestros resultados, se conoce que el subgrupo 2 (ILC2) es
residente de la mayoria de los tejidos adiposos de manera fisiolégica (Benezech &
Jackson-Jones, 2019), asi como, en la submucosa del pulmén y el intestino, y en la
dermis, ejerciendo funciones similares a las células Th2. Este subgrupo es activado
principalmente por células epiteliales en respuesta a patdgenos u otros estimulos
ambientales, iniciando asi la respuesta inmune local (Maggi et al., 2020). Las ILC2
murinas responden a la estimulacion con IL-25, IL-2 e IL-7 pero estas citocinas
provocan una respuesta débil en comparacion con IL-33 (Kane & Lynch, 2019). De
acuerdo con esto, las células ILC2 dentro del tejido adiposo expresan la proteina de
unién a GATA-3 y el receptor de IL-33 (Del Corno et al., 2018), por lo tanto, son
activadas en respuesta a IL-33, produciendo IL-5 e IL-13. Se sabe que las células
mesoteliales del epiplon son fuentes sdlidas de IL-33, principalmente después de
una respuesta inflamatoria. Ademas, se ha observado en ratones que carecen de
células T yde IL-17A una reduccién en la expresién de IL-33, asi como una
disminucién en las frecuencias de ILC2 y T reg; sugiriendo que estas poblaciones
celulares requieren de la IL-33 para su supervivencia, siendo esta secretada por las
células estromales al ser estimuladas por los linfocitos T yé (Kane & Lynch, 2019).
Posteriormente, los eosinoéfilos son reclutados en el tejido adiposo en respuesta a
la produccion IL-5 y macrofagos similares a M2 en respuesta a la secrecion IL-13 e
IL-4 por las ILC2 en ambos casos (Liu et al., 2021). En la inflamacion cronica que
se observa en proceso de obesidad, se observd que los ratones obsesos tienen
menos eosinofilos en el tejido adiposo blanco en comparacién con ratones delgados
(Knights et al.,, 2020). Igualmente, la produccion de IL-13 e IL-4, cooperan
funcionalmente para la activacion de la proliferacion y diferenciacion de las células

precursoras de adipocitos beige (PDGFR) (Lee et al., 2015). Por lo tanto, en un
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aumento de la inflamacién del tejido adiposo como la obesidad y otras patologias,
las ILC2 se agotan y son inhibidas funcionalmente, sugiriendo que las ILC2
suprimen la inflamacién y promueven un perfil inmunoldgico de tipo Th2 en el tejido
adiposo magro, es decir, sano, sin embargo, esto se revierte en la obesidad (Lee et
al., 2015). Dado esto, en lo observado en nuestro trabajo respecto la disminucion
de las ILC2 sugiere que en el epiplon hay un aumento de la inflamacion debido al

desarrollo del cancer de ovario.

Cabe sefialar que, en un estado saludable, el sistema inmunitario dentro del tejido
adiposo contribuye al mantenimiento de la homeostasis tisular, en cambio, en la
obesidad el perfil inmunoldgico del tejido adiposo cambia, pasando a un estado de
inflamacion crénico de bajo grado que gradualmente se vuelve sistémico
(Michailidou et al., 2021). De hecho, la inflamacién fue designada como un sello
distintivo en el cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). Diferentes citocinas y
guimiocinas existentes en el microambiente tumoral activan moléculas de
sefalizacion relacionadas con la inflamacion y reclutan células inmunosupresoras,
ocasionando la inmunosupresion, promocion de la angiogénesis y progresion
tumoral (Chen et al., 2019).

Por lo mencionado previamente y para comprender mejor el papel de las citocinas
y las posibles vias sefializacion activadas en el epiplén durante el cAncer de ovario,
analizamos las concentraciones de diferentes citocinas. Se debe tener en cuenta
gue los datos acerca de las concentraciones de citocinas fueron obtenidos a partir
de un pool celular del epiplén y no de una poblacion celular en particular; asimismo,

los resultados se presentaron dependiendo de las células Th que las secretan.

Durante la inflamacion hay un desequilibrio entre las cantidades de citocinas
proinflamatorias y antiinflamatorias. Las citocinas proinflamatorias como IL-1p,
TNFa e IL-6 juegan un papel crucial en la inflamacion; entre ellas, la IL-6 es
relevante en enfermedades cronicas, autoinmunes, cancer y tormentas de citocinas
(Hirano, 2021). Se produce en respuesta a citocinas proinflamatorias locales, por
ejemplo, TNF-a, siendo una de las principales interleucinas expresada

constitutivamente en la mayoria de los carcinomas de ovario (Browning et al., 2018).
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En este trabajo, observamos un aumento de la IL-6 en suero, sobrenadante del
epiplon y peritoneo de ratones con cancer de ovario desde las primeras semanas
de la enfermedad. En otros trabajos relacionados también se demostrd, que
concentraciones elevadas de IL-6 en suero y liquido peritoneal se relacionaron mas
comunmente con carcinomas ovaricos metastasicos agresivos y de mal prondstico
(Browning et al., 2018; Rodrigues et al., 2020).

Por otro lado, la IL-6 en altas concentraciones tiene efectos sobre las células
inmunitarias al inhibir la expresion de IL-2, provocando una disminucion en la
activacion de las células T y promoviendo la apoptosis de los linfocitos, lo que puede
prevenir la vigilancia inmunitaria sobre las células cancerosas (Maccio & Madeddu,
2012); contrario a estos datos reportados, en este trabajo no se observé una
disminucién en la concentraciéon de la IL-2 a pesar del incremento en la

concentracion de la IL-6, mostrando ambas citocinas un patron similar.

Teniendo en cuenta que la IL-6 puede ser secretada por diferentes células. En un
estudio, se reportd que, en el liquido peritoneal, los macréfagos polarizados a M2
fueron los secretores primarios de esta interleucina, mostrando principalmente
efectos promotores de tumores (Woo et al., 2017), demostrando con esto, que los
adipocitos atraen a las células del cancer de ovario al epiplon por la secrecién de 5
citocinas principalmente: IL-6, IL-8, proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-
1), inhibidor tisular de metaloproteinasas-1 (TIMP-1) y adiponectina (Nieman et al.,
2011) . Después de la secrecidn de estas citocinas, las células cancerosas inducen
la reprogramacion metabdlica y estimulan la lipélisis en estos adipocitos
diferenciados maduros. Existe evidencia de que IL-6 induce la lipdlisis y la oxidacion
de los acidos grasos en adipocitos y miotubos in vitro al aumentar la proteina cinasa
activada por AMP (AMPK) (Carey et al., 2006). Por lo que en el liquido ascitico, la
concentracion de IL-6 es significativamente mayor que en la sangre, lo que indica
una secrecion elevada de esta citocina en el microambiente del tumor de ovario
(Wroblewski et al., 2021). Se ha reportado que la IL-6 induce la atrofia del tejido
adiposo blanco murino durante la caquexia por cancer colorrectal y gastrico

acelerando la lipolisis y el pardeamiento de este mismo tejido (Han et al., 2018).
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Han y colaboradores (2019) sugirieron que la IL-6 es el factor principal en la
promociéon de la lipdlisis en pacientes femeninas con caquexia, lo que da como
resultado una elevacién de acidos grasos libres. La caquexia por cancer es un
sindrome complejo y multifacético caracterizado por una pérdida continua de tejido
esquelético y tejido adiposo, gasto energético elevado, fatiga, anorexia, fuerza

muscular reducida y signos sistémicos de inflamacion.

La lipdlisis es el proceso metabdlico mediante el cual los triacilgliceroles (TAG) se
descomponen por hidrélisis en sus moléculas constituyentes: glicerol y acidos
grasos libres (Edwards & Mohiuddin, 2021). Los &cidos libres generados a partir de
la lipdlisis, se transfieren a las células del cancer de ovario proporcionandoles a

estas la energia requerida para su crecimiento (McClement, 2021).

En concordancia con lo mencionado anteriormente, en nuestro modelo murino de
cancer de ovario también observamos una disminucion del tejido adiposo en etapas
avanzadas de la enfermedad (16 semanas). Estos resultados sugieren que muy
posiblemente la IL-6 presente en el liquido ascitico esta induciendo la lipdlisis en los

adipocitos.

Otro mediador inflamatorio implicado en la metastasis del cancer de ovario es el
TNF-a (Browning et al., 2018), involucrado en la pérdida de tejido adiposo al
disminuir la actividad de la lipoproteina lipasa durante la lipdlisis, ser un potente
inhibidor de la lipogénesis y suprimir la expresion del gen responsable de varios
factores de transcripcion nucleares requeridos para la diferenciacion y funcion de
los adipocitos (Han et al., 2019). De igual manera que la IL-6, encontramos niveles
aumentados de esta citocina en la condicion de céncer. En otros estudios se
observd que los niveles concomitantemente elevados de TNFa e IL-6 se
relacionaron con una progresion mas rapida de la enfermedad, sugiriendo una
interaccion entre estas citocinas en la progresion del cancer epitelial de ovario
avanzado (Rodrigues et al., 2020) y correlacionan con la disminucion del indice de
masa corporal durante el desarrollo del cancer (Kern et al., 2018). Adicionalmente,
el TNF-a sérico se relacion0d positivamente con los acidos grasos en etapas

tempranas en la caquexia, pero no en etapas tardias en comparacion a la IL-6. Esto
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sugiere una relacion entre la lipdlisis y el aumento de inflamacion en el epiplon,

debido al incremento de estas dos citocinas (IL-6 e TNF-a).

Otro factor importante es el IFN-y qué ejerce efectos inmunoldgicos antitumorales
induciendo la diferenciacion de las células Thl y mejorando la actividad de las

células NK, macrofagos y células T citotoxicas (Dunn et al., 2006). En nuestros

resultados observamos un aumento del IFN-y en el epiplén a las 2 semanas de
cancer de ovario, disminuyendo su concentraciéon a las 5 semanas de enfermedad
y reestableciendo el aumento de sus niveles en etapas avanzadas de cancer. Estos
datos sugieren que a pesar de las concentraciones elevadas de IFN-y no se pudo
prevenir el desarrollo tumoral. Nuestros datos son consistentes con estudios
previamente reportados, sugiriendo que los niveles altos de IFN-y se asociaron con
enfermedad avanzada (Chen et al., 2013) y en modelos de tumores murinos, el IFN-
v elevado se correlacioné con la anorexia y la pérdida de peso durante el desarrollo
del tumor (Petruzzelli & Wagner, 2016). En contraste con lo anterior, Gao y
colaboradores (2021) demostraron que IFN-y suprimié la multiplicacién de las

células de cancer de ovario de una manera dependiente de su concentracion.

Por otra parte, también, se analizaron los niveles de la IL-10, la cual es una citocina
antiinflamatoria que regula la respuesta inmune e inhibe las funciones
proinflamatorias de las células presentadoras de antigenos (Sheikhpour et al.,
2018). La IL-6 e IL-10 son abundantes en microambientes tumorales originados a
partir de células mieloides, fibroblastos y células tumorales (Fu et al., 2017). En este
trabajo observamos niveles elevados de IL-10 en las primeras etapas de la
progresion de la enfermedad, los cuales disminuyen a las 5 semanas,
restableciéndose en las etapas avanzadas. Consistente con nuestros datos, en un
estudio se observaron concentraciones elevadas de IL-10 en suero de pacientes
con cancer de mama en comparacién con individuos sanos, relacionandose con
malos resultados clinicos, debido a que la IL-10 promovié la proliferacion y
metastasis de las células tumorales e inhibid la proliferacion y funcion de las
células T (Sheikhpour et al., 2018). Lo que sugiere que la IL-10 en el epipldn podria

estar contrarrestando el aumento del estado inflamatorio, causado por otras células,
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sin embargo, la actividad antitumoral de IL-10 estd mediada por la inhibicion de la
angiogénesis y la regulacion negativa de algunas citocinas en las cuales se incluye
la IL-6 (Sheikhpour et al., 2018). En relacion a nuestro trabajo, estas dos citocinas
se encuentran elevadas ejerciendo actividades protumorales, como lo demostraron
Garcia-Tunon y colaboradores (2005), que IL-10 promueve la expresion y sintesis
de IL-6, lo que provoca la proliferacion celular a través de la regulacion positiva del
linfoma de células B-2 (Bcl-2) y cambia la equivalencia de proliferacion / apoptosis

hacia la proliferacion de células neoplasicas.

La sefalizacion de IL-6 también participa en la diferenciacién de las células T, que
expresan IL-17A, a células T aff (Th17 y las Tcl7) y células T yd (Chen et al., 2020).
Recientemente se ha demostrado, que las células T y4 son la principal fuente de IL-
17A en el cancer colorrectal humano y pueden contribuir a la progresion del cancer
(Wu et al.,, 2014). En modelos murinos se ha mostrado que las células T
vd productoras de IL-17 podrian facilitar el crecimiento tumoral mediante la
promocion de la angiogénesis (Wakita et al., 2010). En un estudio se demostro que
las células T yd que infiltran el tumor, pero no las células Th17 o las células Tc17,
fueron las principales productoras de IL-17 en el cancer colorrectal humano. Sin
embargo, en este trabajo no se pudo determinar que célula fue la principal
productora de IL-17.

Se encontrd que los niveles séricos de IL-17 fueron significativamente elevados en
pacientes con cancer gastrico. De acuerdo con lo anterior, nuestros resultados
mostraron niveles elevados a las 2 semanas de cancer de ovario en el epiplon, estas
observaciones sugieren que la IL-17A podria actuar como un posible promotor
tumoral en el cancer de ovario. Ademas, se encontr6 que IL-17A promueve la
absorcion de acidos grasos a través del eje IL-17A/IL-17RA/p-STAT3/FABP4 para
impulsar el crecimiento del cancer de ovario en un microambiente rico en adipocitos
(Yu et al., 2020). La funcion de FABP4 es promover la absorcién de &cidos grasos
de cadena larga y participar en el transporte de lipidos y la regulacion metabdlica,
lo que nos indica que la IL-17A puede estar involucrada en la generacion de energia

a través de la lipdlisis dentro del adipocito.
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Finalmente, se sabe que la IL-6 dirige la diferenciaciéon de las células Th2
productoras de IL-4, mientras que inhibe la diferenciacion de las células Thl
productoras de IFN-y (Rincon et al., 1997). La IL-4 es secretada principalmente por
las células Th2, asi como también por otros tipos de células inmunes incluyendo las
ILCS, células cebadas, basdfilos, y eosinofilos; siendo la IL-4 una de las principales
inductoras de los Macrofagos M2 con ayuda de la IL-13 (Ho & Miaw, 2016), estos
macrofagos M2 estan implicados en la progresion tumoral en varios canceres (Ho
et al., 2016). En diferentes tipos de cancer se ha demostrado que el aumento de la
IL4 e IL-13 estan estrechamente relacionadas con la termogénesis y metastasis.
Ademas, observaron niveles elevados de IL-4 en el plasma de pacientes con
adenocarcinoma ductal pancreético (Shi et al., 2021). En este trabajo, encontramos
niveles elevados de IL-4 en el epipldn coincidiendo con lo previamente descrito, esto
sugiere que posiblemente puede participar en la progresion del cancer de ovario.

Analizando en conjunto estos resultados, es posible sugerir que la presencia

simultanea de IL-6, IL-4, IL-10 y TNF-a esté favoreciendo la progresion tumoral.

LIMITACIONES

Este trabajo se llevé a cabo durante la etapa de confinamiento debido a la pandemia
de COVID-19. Por esta razon, el nimero de experimentos realizados fue limitado y
debido al tamafio de la muestra en algunos casos no fue posible realizar analisis
estadisticos. Por lo tanto, sera necesario en un futuro realizar experimentos

adicionales para validar nuestros resultados.

CONCLUSION

En conclusion, observamos que en el desarrollo del cancer de ovario el primer sitio
afectado por la metastasis de estas células tumorales es el epiplén. Dentro de este
tejido se observé un microambiente inflamatorio compuesto principalmente por
linfocitos T yd y una disminucion en las ILC2, junto con un aumento en las citocinas

IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-17.
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PERSPECTIVAS

Nuestros estudios futuros se centraran en la identificacion de los mecanismos
responsables de la acumulacién de células T yd en el microambiente tumoral y la
disminucién de los ILC1, ademas de profundizar en el papel de IL-6 en el epiplon en

diferentes tiempos de la progresién del cancer de ovario.
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CAPITULO II: ADIPOCITOS Y OXCT-1

INTRODUCCION

Los adipocitos han cobrado relevancia en diferentes canceres debido a que pueden
estar implicados en la progresion tumoral. En general, los adipocitos tienen la
capacidad de secretar diferentes moléculas conocidas como “adipocitocinas”, como
adiponectina, leptina, citocinas proinflamatorias y otros factores (Cao, 2014). En el
epiplon, se conoce que los adipocitos pueden atraer a las células tumorales de
cancer de ovario a través de la secrecion de adipocitocinas. Ademas, proporcionan
acidos grasos libres para un rapido crecimiento tumoral. Otro hallazgo importante
fue la proteina de union a &cidos grasos 4 (FABP4, por sus siglas en inglés) la cual
se considera como un excelente blanco terapéutico para impedir eficazmente la
metastasis en cancer de ovario, debido a que FAB4 regula las interacciones entre
las celular cancerosas y los adipocitos, lo que da como resultado, el incremento de
la disponibilidad de lipidos (Nieman et al., 2011). Para que las células cancerosas
puedan generar energia a partir de los acidos grasos libres derivados de la lipdlisis
en los adipocitos, se requiere del metabolismo de los cuerpos cetdnicos, en el cual,
estan involucradas 4 enzimas, a saber, las 3-hidroxibutirato deshidrogenasa 1/2
(BDH 1/2), las succinil-CoA:3 oxiacido CoA transferasa 1/2 (OXCT1/2) (Zhang et al.,
2018).

Algunas investigaciones sugieren que OXCT-1 participa en la tumorigénesis y la
sefalizacion de las células cancerosas (Zhang & Xie, 2017). En estudios en donde
se encontrd un incremento en la expresion de la proteina OXCT-1 en la linea celular
MDA-MB-231 de cancer de mama humano, se obtuvo un incremento en el
crecimiento tumoral y en la capacidad metastasica (Martinez-Outschoorn et al.,
2012). Por otra parte, este aumento de la OXCT-1 en tumores de cancer de mama
se correlacion6 con una tendencia no significativa a una mayor supervivencia de las
pacientes (Maldonado et al., 2021). En otro estudio se inform6 que las células del
carcinoma hepatocelular reactivan la cetdlisis al inducir a OXCT-1 por la
sefalizacion de mTORC-AKT-SP1, desencadenada por la carencia de nutrientes,

con el fin de utilizar los cuerpos cetonicos en el suministro de energia; ademas, el
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aumento en la expresion de OXCT-1 en muestras de pacientes con carcinoma

hepatocelular predice una mayor mortalidad (Huang et al., 2016).

En el caso particular del cancer de ovario, usando QRT-PCR se determinaron los
niveles de expresion de la proteina OXCT-1 en diferentes lineas celulares,
encontrado niveles elevados en la linea celular SVOK-3. Ademas, este grupo de
trabajo, evalud los efectos de la dieta cetogénica (dieta rica en grasas y baja en
carbohidratos) en ratones con tumores que tenian una expresion baja de OXCT-1y
ratones con tumores con una expresion elevada de OXCT-1, obteniendo una mejor
respuesta a la dieta cetogénica en tumores de baja expresion, sugiriendo que
OXCT-1 puede ser utilizado como biomarcador para determinar la sensibilidad a la
dieta cetogénica y ser utilizada como tratamiento antitumoral (Zhang et al., 2018).
En ese mismo afio, nuestro grupo de trabajo a partir de estudios de proteémica
(MALDI-TOF), encontro niveles elevadas de la OXCT-1 en células SVOK-3 tratadas
con liquido ascitico (Toledo-Leyva et al., 2018). Por esta razon, nos interesé

profundizar en el andlisis de esta proteina (Ver resultado mas adelante).

OBJETIVO

1. Analizar in silico la proteina OXCT-1

MATERIALES Y METODOS
Analisis bioinformatico de OXCT-1

Se utilizé la base de datos UniProt para la obtencién de la secuencia FASTA de la
proteina OXCT-1 en Homo sapiens (humano). Para la identificacion de dominios
conservados se utilizoé la base de datos de dominio conservados (CD-Search) de
NCBI, usando la secuencia en formato fasta de la proteina. Por otro lado, a través
de la base de datos STRING, se identificaron las interacciones proteina-proteina de
OXCT-1 en Homo sapiens. Por ultimo, usando la base de datos Reactome y KEGG

se obtuvieron las rutas metabdlicas en las que esta implicada la OXCT-1.
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RESULTADOS
Capitulo II: Analisis bioinformético de OXCT-1

La proteina OXCT-1 implicada en el metabolismo de los cuerpos cetonicos

La reprogramacion metabolica en las células cancerosas es un sello distintivo en la
progresion del cancer (Hanahan & Weinberg, 2011). Por lo tanto, las células
cancerosas adquieren la capacidad de utilizar diferentes metabolitos para la
produccion de energia, satisfacer sus necesidades biosintéticas y metabdlicas,
promoviendo una rapida proliferacion celular (Biswas, 2015). Un tipo de metabolitos
que ha adquirido importancia en el desarrollo tumoral, son los cuerpos ceténicos,
derivados de los acidos grasos obtenidos a partir de la lipdlisis dentro de los
adipocitos. En la cetolisis se genera acetil-CoA que posteriormente podra ser
metabolizada en el ciclo de los triacilgliceroles, obteniendo energia. Una de las
enzimas relevantes en la cetolisis es la OXCT-1. Por todo lo mencionado en el
capitulo 2 y lo anterior, nosotros realizamos estudios bioinformaticos sobre esta
proteina. Estos analisis nos ayudaran a comprender el papel de OXCT-1 en cancer

de ovario.

Primeramente, evaluamos la estructura primaria de OXCT-1 (P55809) a través del
servidor UniProt, La proteina humana presenta dos isoformas, siendo la isoforma 2
mas corta, debido a que su secuencia consta de 123 aminoéacidos, careciendo de la
primera parte de la proteina (1-397). En cuanto a la isoforma 1, ésta ha sido elegida

como la secuencia candnica y consta de 520 aminoacidos.

El analisis de la prediccibn de dominios conservados se realiz6 utilizando la
secuencia en formato FASTA de la proteina humana a través de la base de datos
de NCBI. Cabe mencionar que cada dominio generalmente se asocia con aspectos
discretos de la funcion de la proteina. Los resultados mostraron que la proteina
OXCT-1 en el intervalo de 41-274 aminoacidos presenta el dominio AtoD: Acil CoA,
Acetato/3-cetoacido CoA transferasa, unidad alfa, implicado en el transporte y

metabolismo de lipidos. Ademas, AtoD es un miembro de la superfamilia de las
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isomerasas de fosfato de azucar (sefialado como SugarP-isomerasa superfamily en
la figura 13) (Figura 13).

1 75 150 225 F00 375 450 s20
Ouery seq. e

Specific hits AtoD
Superfanilies SugarP_isomerase superfamily SugarP_isomerase superfamily

Figura 13. Resumen gréafico de los dominios conservados de la proteina OXCT-1 Humana. El
“specific hit”, representa una asociacion de alta confianza entre la secuencia de OXCT-1y un modelo
de dominio (indicado en azul brillante). El “specific hit’ pertenece a la superfamilia Sugar P-isomerasa
(indicado de color pastel).

Posteriormente se realiz6 un interactoma utilizando el servido STRING. El andlisis
revel6 que OXCT-1 interactia con HADH (Hidroxiacil-coenzima A deshidrogenasa,
mitocondrial), HMGCS 1-2 (Hidroximetilglutaril-CoA sintasa), ACAT 1-2 (Acetil-CoA
acetiltransferasa), HMGCL (Hidroximetilglutaril-CoA liasa), EHHADH (Enzima
bifuncional peroxisomal; enoil-CoA hidratasa y 3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa),
BHD 1-2 (D-beta-hidroxibutirato deshidrogenasa). La funcién de la mayoria de estas
proteinas indica que, posiblemente OXCT-1 participa principalmente en la via
metabdlica de los lipidos. Solo la proteina BDH2, tiene un papel clave en la

homeostasis y transporte de hierro (Figura 14).

Figura 14. Analisis de la red de
interaccion proteina-proteina de la

proteina OXCT-1 de Homo sapiens.
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Finalmente realizamos un analisis de via (metaboloma) en las bases de datos de
Reactome y KEGG, utilizando la proteina OXCT-1 de Homo sapiens. En KEGG,
identificamos 4 vias: (hsa0072) sintesis y degradacion de cuerpos ceténicos,
(hsa00280) degradacion de valina, leucina e isoleucina, (hsa00650) metabolismo
del butanoato y (hsa01100) rutas metabolicas (Figura 15-A). En “reactome”,
identificamos una via implicada en el metabolismo de lipidos, particularmente, en el

metabolismo de cuerpos cetonicos (Figura 15-B).

Metabolismo
"fes

Pathway |hsa@@872 Synthesis and degradation of ketone bodies
hsa@0288 Valine, leucine and isoleucine degradation
hsa@@650 Butanoate metabolism

hsa011e@ Metabolic pathways

Metabolismo
de lipidos

Metabolismo de
cuerpos cetonicos

Figura 15. Vias metabdlicas relacionadas con la proteina OXCT-1. (A) Via obtenida de la base

de datos de “reactome”. (B) Resumen de las vias relacionadas con OXCT-1 obtenidas de la base de

datos KEGG.

DISCUSION

La proteina OXCT-1 participa en la reutilizacion de las cetonas, puesto que cataliza
el primer paso de la cetdlisis. Recientemente, se han informado funciones
contradictorias para OXCT-1 en varios canceres (Zhang & Xie, 2017). Por lo tanto,
es urgente aclarar el papel de esta proteina para el desarrollo de métodos de
diagnéstico y marcadores tumorales tempranos eficaces, particularmente en el

cancer de ovario.
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Aunque en ocasiones resulta dificil y costoso la realizacion de algunos
experimentos, hoy en dia, se han desarrollado numerosos programas
computacionales, convirtiéndose también en una herramienta esencial para el
estudio de muchas enfermedades; asi, antes de comenzar con el estudio
experimental podemos predecir los resultados de tales experimentos. Por ello, en el
presente estudio se realizaron diferentes analisis bioinformaticos para la proteina
OXCT-1.

Primeramente, se analiz0 la estructura primaria de esta proteina utilizando Uniprot,
demostrando que presenta dos isoformas de diferente tamafio, una de ellas la
candnica compuesta de 520 aminoacidos, correspondiente a 56 Da y la otra
compuesta de 123 aminoacidos, difiere con la secuencia canonica en 1-397
aminoacidos, correspondiente a 13,358 Da.

En seguida, se analizaron los dominios conservados de esta proteina, mostrando
solo un dominio AtoD (Acil CoA, Acetato/3-cetoacido CoA transferasa, unidad alfa).
Cabe sefialar que los dominios en una proteina son las unidades funcionales,
estructurales y evolutivas, e intervienen en aproximadamente el 75% de las
interacciones proteina-proteina (Peterson et al., 2017). En consistencia con nuestro
resultado, utilizando el gen de caballo OXCT-1 como referencia, se identificd el
dominio de transferasa de coenzima A en analisis transcriptémicos derivados de los
muasculos esqueléticos (Nam et al., 2012). Ademas, este dominio conservado
pertenece a la superfamilia de las isomerasas de fosfato de azlcar, en donde varios
de sus miembros estan relacionados con algun tipo de cancer; por ejemplo, la alta
expresion la glucosamina-6-fosfato isomerasa se asocié con un mal pronéstico en
el carcinoma hepatocelular (Li et al., 2020). Otro miembro de esta superfamilia es la
ribosa 5 fosfato isomerasa A, una enzima ubicua importante en la via de las
pentosas fosfato y es responsable de catalizar la isomerizacion entre D-ribulosa 5-
fosfato y D-ribosa 5-fosfato (Chen et al., 2020), reportando su papel en el carcinoma

hepatocelular (Ghashghaeinia et al., 2019).

Posteriormente, se analiz6 el interactoma de la proteina OXCT-1 humana, en donde

la mayoria de las proteinas que interaccionan con ésta, participan en el metabolismo
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de lipidos. Para conocer mas acerca de OXCT-1, investigamos si alguna de estas
proteinas esta relacionada con cancer; por ejemplo, ACAT-1 y ACAT2 (acetil-CoA
acetiltransferasa) catalizan la formacion reversible de acetoacetil- CoA a partir de
dos moléculas de acetil-CoA durante cetogénesis y cetdlisis respectivamente y
ACAT1 también participa en la ruta de degradacién de isoleucina. En el contexto
tumoral ACAT1 se inform6 que tiene una elevada actividad en diferentes lineas
celulares de cancer humano (Goudarzi, 2019). Particularmente en el cancer de
ovario, se demostro que esta enzima aumento su expresion en lineas celulares de
cancer de ovario (OC-314, SKOV-3 e IGROV-1) en comparacién con las células

epiteliales de ovario primarias (Ayyagari et al., 2020).

Otra enzima que posiblemente pudiera interactuar con OXCT-1 es la 3-
hidroxibutirato deshidrogenasa 1 (BHD1). Se midieron los niveles de expresion de
dos enzimas cetoliticas clave en los tumores, a saber, BDH1 y OXCT-1 vy la
respuesta a la dieta cetogénica, en donde demostraron que los tumores que
presentaban una expresion baja de estas dos enzimas tenian una mejor respuesta
al tratamiento con la dieta cetogénica que aquellos tumores con alta expresion de
estas dos enzimas, sugiriendo que estas proteinas pueden ser utilizadas como
posibles biomarcadores para la determinacion de la sensibilidad del cancer a este

tipo de tratamientos (Zhang et al., 2018).

CONCLUSION
La OXCT-1 es una proteina relacionada con el metabolismo de lipidos y cuya
actividad da como resultado la generacion de ATP; en su momento este ATP sera

utilizado por las células tumorales para su crecimiento.

Por lo tanto, integrando los resultados obtenidos en nuestro laboratorio que
muestran una expresion elevada de OXCT-1 en células SKOV-3 estimuladas con
liquido ascitico, las concentraciones elevadas de IL-6 en esta ascitis, que inducen
la lipolisis de los adipocitos y la informacion recabada acerca de la funcion de esta
enzima permiten sugerir que esta proteina podria estar participando también en la

pérdida del tejido adiposo en etapas tardias del cancer de ovario. Asi mismo, queda
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abierta la posibilidad de utilizar a OXCT-1 como un posible biomarcador en la

sensibilidad al tratamiento alternativo con dieta cetogénica.

En futuros estudios se explorard si los resultados in silico son predictivos de lo que

pudiera ocurrir en condiciones in vitro - in vivo.
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