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V.

RESUMEN

El cancer de ovario epitelial (COE) es una enfermedad dificil de detectar y
generalmente las pacientes generan liquido ascitico (LA) asociado a un mal
prondstico. En los dltimos afios, en muestras de COE se ha reportado un
incremento en el nivel de fucosilacion, donde enzimas como la fucosiltransferasa
4 (Fut 4), estan involucradas. Fut 4 es una proteina que se sobreexpresa en
células SKOV- 3 estimuladas con LA y que inusualmente se localiz6 dentro del
ndacleo de las mismas. En trabajo previo del laboratorio, se establecié una
correlacion positiva entre el nivel de expresion de Fut 4 con la etapa clinica de
las pacientes en tejidos con COE. Por lo cual el objetivo de este trabajo se enfoco,
por una parte, en el estudio de la proteina Fut 4 dentro del nacleo de células
SKOV-3 y por la otra, en su posible participacién en mecanismos relacionados
con la progresion del COE.

Por ensayos de microscopia confocal, microscopia electrénica de transmision,
inmunoprecipitacion, citometria de flujo y western blot se evalué a Fut 4 en células
SKOV-3, asi como su presencia en sueros (N=13) y LA (N=13) pareados de
pacientes con COE y sueros de mujeres sin diagnéstico de COE (N=6).
Nuestros resultados mostraron que la proteina Fut 4 no cuenta con una secuencia
de localizacién nuclear (NLS), sin embargo, se encontraron asociaciones de Fut
4 con la proteina ubiquitina, histonas Hz2B e histona H4 en el nacleo de células
SKOV-3 incubadas en LA. También reportamos, que su sobreexpresion inducida
por el LA increment6 la capacidad de migracion e invasion en las células SKOV-
3. Asi mismo, se observé sobreexpresion en células recuperadas de un LA, que
presentaban una morfologia similar a la mesenquimal. En las muestras de suero
y LA, Fut 4 mantuvo altos niveles de expresion, comparados con los sueros de
mujeres sin diagndstico de COE.

Concluimos que la proteina Fut 4 juega un papel fundamental en procesos
relacionados con la tumorogénesis, por lo que podria ser empleada como un
potencial biomarcador de diagndstico o de prevalencia, ya que se encuentra

regulando mecanismos biolégicos en esta enfermedad.

e
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SUMMARY

Epithelial ovarian cancer (EOC) is a difficult disease to detect and patients
generally produce ascitic fluid (AF) associated with a poor prognosis. In recent
years, an increase in the level of fucosylation has been reported in EOC samples,
where enzymes such as fucosyltransferase 4 (Fut 4) are involved. Fut 4 is a
protein that is overexpressed in AF-stimulated SKOV-3 cells and was unusually
localized within their nucleus. Recently, our laboratory established a positive
correlation between the expression levels of Fut 4 with the clinical stage of
patients in tissues with EOC. Therefore, the objective of this work focused, on the
one hand, on the study of the Fut 4 protein within the nucleus of SKOV-3 cells
and, on the other, on its possible participation in mechanisms related to EOC
progression.

Using confocal and transmission electron microscopy, immunoprecipitation, flow
cytometry and western blot assays, Fut 4 was evaluated in SKOV-3 cells, as well
as in paired sera (N=13) and AF (N=13) from patients with EOC and sera from
women without a diagnosis of EOC (N=6).

Our results showed that Fut 4 protein does not have a nuclear localization
sequence (NLS); however, associations of Fut 4 with ubiquitin protein, and H2B
and H4 histones were found in the nucleus of SKOV-3 cells incubated in AF. We
also report that its overexpression induced by AF increased the capacity for
migration and invasion in SKOV-3 cells. Likewise, an increase in its expression
was observed in cells recovered from an AF, that had a similar morphology to one
observed in mesenchymal cells. In the serum and AF samples, Fut 4 maintained
high levels of expression, compared to sera from women without a diagnosis of
EOC.

We conclude that the Fut 4 protein plays a fundamental role in processes related
with tumorigenesis, so it could be used as a potential diagnostic or prevalence

biomarker since it regulates biological mechanisms in EOC.

Xl



1

INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL CANCER DE OVARIO

El cAncer de ovario (CaOv) es una enfermedad dificil de detectar en estadios
tempranos y se asocia con un mal prondstico en etapas avanzadas (Jessmon et
al., 2017). De acuerdo con las estadisticas del Instituto Nacional de Cancerologia,
el CaOv fue la 3a causa de mortalidad hospitalaria en el 2020
(www.incan.edu.mx/). En México, la incidencia reportada por el GLOBOCAN en
2018 fue de 4,759 casos y la mortalidad alcanzé los 2,765 casos (GLOBOCAN.,
2018).

Existen factores de riesgo que pueden modular la probabilidad de padecer CaOv,
tales como: factores genéticos, que contribuyen del 10 al 15% de los casos de
cancer de ovario debido a mutaciones en genes involucrados en la reparacion
del ADN como BRCA, MSH-2, MLH-1 y PMS 1y 2 (Prat et al., 2005). En un
estudio recientemente realizado en pacientes mexicanas, se detectaron
mutaciones de BRCA en el 33% (59/179) de las pacientes analizadas; donde el
66.1% (39/59) fueron en BRCAL, y 33.9% (20/59) fueron en BRCA2 (Gallardo et
al., 2020), y factores ambientales como la obesidad, el consumo de tabaco,
menarca temprana y/o menopausia tardia, endometriosis, sindrome de ovario
poliquistico y la edad (Menon et al., 2011). Sin embargo, el mecanismo
patogénico que explica el vinculo entre muchos de los factores de riesgo y el
desarrollo del CaOv no ha sido determinado.

1.1.1 Etiologia del CaOv
Existen algunas hipoétesis acerca de la etiologia del CaOv de las cuales, la mas
aceptada es la teoria de la ovulacion incesante, que plantea que el reflujo
menstrual a través de las trompas de Falopio, es una fuente de exposicion a

agentes carcindgenos en la mucosa tubarica, ademas de la continua



http://www.incan.edu.mx/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Prat%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16112002

regeneracion de la corteza ovéarica que pudiera conducir a la acumulacién de
mutaciones y a la transformacion maligna (Auersperg ., 2011; Erickson et al.,
2013; Corzo et al., 2017).

Existen carcinomas originados en células germinales, y por células del estroma,
sin embargo, el 90% de los tumores primarios de ovario se desarrollan a partir de
células epiteliales, y a este subtipo se le conoce como COE, del cual se derivan
los tipos histologicos seroso, mucinoso, endometrioide, de células claras y mixtas
(Auersperg et al., 2001) (Fig.1).

Céncer de células
estromales

Cancer de células ) )
germinales Cancer de células

epiteliales

Ovario

Figura 1. Tipos de cancer de ovario de acuerdo a la estirpe celular de donde se

derive. (Creado en biorender.com)




1.1.2 Tipos histologicos del cancer de ovario epitelial
Tanto a nivel histolégico como molecular, es cada vez mas claro que el cancer
de ovario es una enfermedad clinicamente diversa y heterogénea (Blagden ,
2015). Los subtipos histolégicos del COE tienen caracteristicas particulares. (Fig.
2)

Carcinomas serosos (CS): Actualmente se les divide en dos categorias. La
primera categoria incluye a los tumores serosos borderline (clasico y
micropapilar), los carcinomas serosos con micro-invasion y los carcinomas
serosos de bajo grado (Karst et al., 2010). La segunda categoria corresponde a
los carcinomas serosos de alto grado. Esta division fue realizada debido a que
son dos tipos de enfermedades diferentes, con distinta evolucién, tratamiento y
pronoéstico (Li et al., 2012). Se estima que el 50 % de los tumores malignos de

ovario son carcinomas serosos (Karst et al., 2010).

Carcinomas mucinosos (CM): Representan el 12 al 15% de todos los tumores
ovaricos. El 75% de los mismos son benignos, el 10% borderline y el 15%
malignos. El criterio histolégico fundamental para hacer el diagnéstico diferencial
con tumor mucinoso maligno es la ausencia de invasion estromal (Ryland et al.,

2015). Se estima que el 10 % son carcinomas mucinosos (Karst et al., 2010).

Carcinomas de células claras (CCC): Corresponden al 5% de los carcinomas
ovaricos. La importancia del su diagnostico diferencial con respecto a los
carcinomas serosos radica en su diferente respuesta al platino. Tienen alta
asociacion con endometriosis y su génesis seria similar a los carcinomas
endometrioides ovaricos. Presentan numerosos patrones de crecimiento:
tubuloquistico, revestido por células claras ricas en glucégeno; papilar con
células en tachuela; difuso, con células planas o cuboidales. El estudio del
genotipo ha demostrado mutacion de los genes PTEN y K-RAS e inestabilidad
de genes reparadores del ADN (Lu et al., 2017). Se estima que el 5 % son

carcinomas de células claras (Karst et al., 2010).




Carcinomas endometrioides (CE): Se presentan con mayor frecuencia en
Estadio I. Se postula que estos tumores malignos presentarian una progresion
desde endometriosis, pasando por la endometriosis atipica, los tumores
borderline, llegando a los carcinomas, a través de una mutacion temprana del
gen K-RAS. El carcinoma endometrioide suele acompaifiarse de un componente
adenofibromatoso o endometriosis. La presencia de diferenciacion escamosa
apoya el diagnostico (Eswari et al., 2011). Se estima que el 25 % son carcinomas
endometrioides (Karst et al., 2010).

Fallopian
tube

Endometrium

—m

Figura 2. Tipos histologicos del cancer de ovario epitelial (Karst, 2010).




1.1.3 Estatificacion del CaOv de acuerdo a la Federacién Internacional
de Ginecologia y Obstetricia (FIGO)

La capacidad de una mujer para sobrevivir a la enfermedad depende de muchos

factores, y la etapa del cancer en el momento del diagndstico es la mas

importante (Jemal, 2010; Jessmon, 2017)

Actualmente, se utiliza una clasificacibn de los carcinomas disefiado e
implementado por F.1.G.O. el cual divide al CaOv en estadios con base en los
hallazgos encontrados durante la operacion quirdrgica (Benedet et al., 2000;

FIGO Committee on Gynecologic Oncology, 2009).
Estadio |

a: Tumor limitado a un ovario, capsula integra, sin crecimiento superficial, lavado

peritoneal / liquido ascitico (LA) negativos.

b: Tumor en los dos ovarios, con capsula integra, sin crecimiento superficial y

lavado peritoneal / LA negativos.

c: Tumor la 6 Ib con capsula rota, o con crecimiento superficial en uno o ambos
ovarios, con lavado peritoneal / LA positivos. (Benedet et al., 2000; FIGO

Committee on Gynecologic Oncology, 2009).
Estadio Il

a: Extension tumoral y/o Implantes en utero y/o trompas y lavado peritoneal / LA

negativos
b: Extension a otros tejidos pelvianos y lavado peritoneal / LA negativos

c: Tumor lla 6 llb con LA / lavado peritoneal positivos. (Benedet et al., 2000; FIGO

Committee on Gynecologic Oncology, 2009).




En el estadio Il

a: Tumor limitado a la pelvis con ganglios negativos, pero con afectacion
microscoépica de las superficies peritoneales abdominales confirmadas.

b: Tumor limitado a la pelvis con ganglios negativos, pero con implantes

abdominales que no superan los 2 cm de diametro.

c: Tumor limitado a la pelvis, pero con implantes abdominales mayores de 2 cm
de didmetro y/o con afectacion ganglionar con presencia de LA. (Benedet et al.,
2000; FIGO Committee on Gynecologic Oncology, 2009).

Estadio IV:

Ademas de haber afectado a uno o ambo ovarios, tener implantes peritoneales,
ganglios linfaticos con células tumorales y la acumulacion de LA, en esta etapa
también existe metastasis hacia 6rganos distantes. (Benedet et al., 2000; FIGO

Committee on Gynecologic Oncology, 2009).

A pesar de las diferencias histolégicas, el tratamiento es similar y la resistencia a
los agentes terapéuticos de primera linea, paclitaxel y carboplatino, es comun
(Earp et al., 2015).

Por ello hoy en dia, la biologia de los tumores ya no puede ser entendida
simplemente enumerando los rasgos de las células cancerosas, sino que debe
abarcar las contribuciones del "Microambiente tumoral" a la tumorogénesis
(Douglas and Weinberg, 2011; Scarlett UK and Conejo, 2011).

1.2 MICROAMBIENTE TUMORAL
El microambiente tumoral tiene una compleja interaccién con la carcinogénesis y
la progresiéon en CaOv, pero los mecanismos moleculares subyacentes siguen

sin ser aclarados hasta el momento (Luo et al., 2016). (Fig. 3)

Existe un dialogo adaptativo y continuo entre las células tumorales y su entorno,

mediado por el contacto directo de las células con los componentes del estroma
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(incluyendo fibroblastos, macrofagos, células T reguladoras, células supresoras
derivadas de mieloides, células endoteliales, pericitos y plaquetas), la matriz
extracelular (citocinas inflamatorias, quimiocinas, metaloproteinasas de matriz,
integrinas y otras moléculas secretadas) y los exosomas (pequefias vesiculas
extracelulares cargadas de moléculas), que en los ultimos afios han atraido la
atenciéon debido a su papel vital en la progresion del cancer de ovario (Junttila
and de Sauvage, 2013; Luo et al., 2016).

Mas del 30% de las pacientes presentan acumulacion de liquido peritoneal o LA
como una sefal asociada con un mal prondstico, por lo tanto, es considerado
como un reservorio dindmico de factores de supervivencia que podrian promover
un crecimiento acelerado de las células tumorales y una mayor resistencia a los

agentes citotoxicos (Tan DS et al., 2006).

1.2.1 Liquido ascitico: Formacion y caracteristicas

El LA representa una respuesta secundaria a un proceso patoldgico y se
relaciona con diversas enfermedades. Existen dos tipos de ascitis, la ascitis
benigna y la ascitis maligna: la maligna se genera principalmente en cancer
pancreatico, gastrico, de colon y en etapas tardias del CaOv (Schmidt, 2007).
Todo esto provocado por un cambio en la permeabilidad vascular inducido por
diversos factores presentes en el fluido acumulado (Schmidt, 2007). EI LA
contiene factores como el factor de crecimiento endotelio vascular (VEGF), el
factor basico de crecimiento de fibroblastos (FGF), los factores de crecimiento
transformante alfa y beta (TGF-a y TGF-f), proteinas del complemento, lipidos
bio-activos como el &cido lisofosfatidico, entre muchos otros (Puiffe et al., 2007),
asi como la presencia de células transformadas del tumor primario, que circulan
y sobreviven como una Unica célula o pequefios agregados celulares, llamados
esferoides, que tienen la capacidad de adquirir nutrientes esenciales del medio
(Schmidt, 2007; Weidle, et al., 2016).
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El aislamiento y la caracterizacion de células tumorales diseminadas, asi como
de componentes claves del microambiente tumoral contribuyen a la comprension

de la biologia del tumor y el descubrimiento de nuevos biomarcadores.
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Figura 3. Metéastasis transcelémica del cancer de ovario (Tan DS., 2016).




1.3 BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO DEL CANCER

Pese al desarrollo de nuevos tratamientos y terapias, el COE sigue siendo el mas

letal de los canceres ginecolégicos (www.incan.edu.mx/), la presencia

inespecifica de signos y sintomas, de alerta temprana, la ubicacion anatémica de
los ovarios en la cavidad abdominal, la carencia de biomarcadores de diagndstico
eficientes, asi como métodos de deteccion inadecuados contribuyen al hecho de
gue solo el 25% de los tumores ovaricos se identifican en una etapa tratable
(Pothuri et al., 2010; Bedkowska et al., 2015).

La busqueda de marcadores que identifiqguen la transformacion tempana de
células malignas es de importancia critica, por lo cual se han estudiado moléculas
gue pudieran servir como marcadores de diagndstico, como el factor estimulante
de las colonias de macréfagos (M-CSF), el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), la interleucina 10 (IL-10) (Lawickiet al., 2012; Liu et al., 2012),
las metaloproteinasas (MMPs) (MMP-2, MMP- 7, MMP-9), el inhibidor tisular de
la metaloproteinasa 1 (TIMP-1) (Schummer et al., 2012; Gersthein et al., 2011)
los biomarcadores proteémicos (mesotelina, B7-H4, DcR3, spondin-2) (Anderson
GL et al., 2010; Lin et al., 2006) y el marcador HE4, (Human Epididymis Protein),
algunos de los cuales han mostrado, que pueden ser de utilidad en el diagnostico

de este tipo de cancer (Bedkowska et al., 2015).

Actualmente, no existe una prueba de deteccion tempana establecida para el
COE (Rojas et al., 2016). Siendo el antigeno CA125, glicoproteina de alto peso
molecular (Yin BW and Lloyd, 2001) el biomarcador sérico més utilizado para
detectar y monitorizar la patologia en el contexto clinico. Sin embargo, este
antigeno no detecta los estadios tempranos de la enfermedad, limitando asi su
sensibilidad. Ademas de observarse obstaculizado por la falta de especificidad,
ya que las concentraciones elevadas de CA125 en suero se pueden encontrar
no sélo en una amplia gama de enfermedades ginecoldgicas benignas, sino

también en neoplasias de diferente origen, canceres ginecoldgicos no ovaricos,
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otros tumores epiteliales y neoplasias malignas no epiteliales (Fawzy et al.,
2016).

Los biomarcadores pueden determinar el riesgo de desarrollar una enfermedad,
servir como herramientas para el diagndstico inicial y la estatificacion de las
enfermedades, asi como para predecir el pronéstico de la enfermedad. En los
altimos afos, la glicbmica ha estado a la vanguardia de la revolucion de las
ciencias biolégicas y médicas (Adamczyk et al., 2012). Hoy en dia la mayoria de
los biomarcadores de cancer que son utilizados en la clinica son glicoproteinas o
glicolipidos, y son medidos por inmunohistoquimica usando anticuerpos

monoclonales (Packer et al., 2008).

1.4 RELEVANCIA DE LA GLICOSILACION EN CANCER

La glicosilacion es una de las méas importantes modificaciones pos-
traduccionales, con mas del 50% de todas las proteinas humanas glicosiladas
(Apweiler et al, 1999: Christiansen et al., 2014). Los glicanos de la superficie
celular ligados a la membrana estdn implicados en numerosas funciones
biologicas esenciales, entre ellas la proliferacion, diferenciacion y migracion
celular, el reconocimiento célula-célula, la interaccion célula-matriz y huésped-
patégeno, la modulacién inmune y la transduccién de sefiales (Christiansen et
al., 2014). Los glicanos encontrados en los seres humanos se unen
predominantemente a la proteina de dos maneras: (i) Para N-glicanos se afiade
un residuo de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) al residuo de asparagina (Asn)
dentro de una secuencia consenso en el péptido que contiene asparagina- X-
serina o treonina (Asn-X-Ser / Thr) donde X puede ser cualquier amino &cido,
excepto prolina) (i) Para O-glicanos se afiade un residuo de N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc) al grupo hidroxilo de los residuos serina (Ser) o treonina
(Thr) sobre el polipéptido Potapenko et al., 2010; Christiansen et al., 2014. Las
proteinas destinadas a la superficie celular tipicamente sufren glicosilacion en la

via reticulo endoplasmico-Golgi donde se produce una secuencia de eventos
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regulados que implican enzimas tanto catabodlicas como anabdlicas tales como
glicosidasas vy glicosiltransferasas para crear estructuras de glicanos altamente
complejas pero especificas sobre las proteinas (Potapenko et al., 2010;
Christiansen et al., 2014)

Numerosos estudios clinico-patolégicos han demostrado una clara correlacién
entre el estado de glicosilacion aberrante del tumor primario y el potencial
invasivo/metastasico en cancer humano, en donde los carbohidratos alterados
actian como moldes de adhesion reconocidos por selectinas u otras proteinas
gue se unen a otros carbohidratos (Hakomori, 1996; Adamczyk et al., 2012).
Entre los carbohidratos que se encuentran en la cadena del glicano podemos
encontrar manosa, acido sialico, galactosa y fucosa, siendo la fucosa nuestro

residuo de interés.

1.5 FUCOSILACION

La fucosilacién es el proceso de transferencia de residuos de fucosa del sustrato
donador-GDP-Fucosa al precursor oligosacéarido, catalizada por las enzimas
llamadas fucosiltransferasas. La L-fucosa es un monosacarido hidréfobo y un
componente comun de muchos N- y O- glicanos, la fucosilacion desempefia un
papel funcional en la regulacién de la ontogenia y la diferenciacion celular, por lo
tanto, no es ninguna sorpresa que la fucosilacion sea regulada diferencialmente
en condiciones cancerosas comparadas con las no cancerosas. Se han descrito
diferentes fucosiltransferasas (Fut) que son codificadas por once genes,
denominados de Fut 1 a Fut 11 (Miyoshi et al., 2008; Fernandez MS., 2014;
Christiansen MN et al., 2014), aunque Fut 10 y Fut 11 se clasificaron por contener
el dominio FUT conservado, sin embargo, su actividad no ha sido validada (Roos
et al., 2002).

Segun la posicion en la que se incorpora el residuo de fucosa, se conocen dos

subcategorias y cuatro familias de fucosilacion (Fig. 4).
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Fucosilaciéon terminal:

a(1,2). Se anaden residuos de fucosa mediante enlace a(1,2) a la galactosa
terminal de un residuo de lactosamina, catalizado por Fut 1y Fut 2.

a(1,3). Se afladen unidades de fucosa a la GIcNAc de una lactosamina tipo 1
mediante las enzimas Fut 3, Fut 4, Fut 5, Fut 6, Fut 7 y Fut 9. Que afiaden
unidades de fucosa a residuos terminales GIcNAc.

a(1,4). Esta reaccidn es caracteristica de Fut 3 y Fut 5, que son las Unicas
fucosiltransferasas capaces de catalizar la formacion en mas de un tipo de

enlace, a(1,3) o a(1,4) en residuos terminales.

Fucosilacion central:
a(1,6), Tipo de enlace que solo puede realizar la enzima Fut 8 la cual transfiere
residuos de fucosa, Unicamente sobre residuos de GIcNAc mas cercano a la

secuencia de aminoacidos del N-glicano. (Fernandez, 2014).

FUCOSILACION
Central Terminal
FUT1/2
FUT8 (a1-2) R
(al1-6) !

FUT 3 (a1-3/4)
FUT 4.7, 9-11 (a1-3)

POSICION DE ENLACE SIMBOLOGIA
5\ | B N-acetilglucosamina O Galactosa
a—[]—R O N-acetilgalactosamina A Fucosa
3/ l @ Acido neuraminico @ Manosa

Figura 4. |Incorporacion de residuos de fucosa catalizadas por
fucosiltransferasas. Fucosilacién central, catalizada por Fut 8 y fucosilacion

terminal catalizada por Fut 1-7y 11.
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La funcién de las fucosiltransferasas es esencial para procesos bioldgicos
normales, pero los antigenos di-fucosilados presentes en la superficie de las
células incrementan su expresion en muchos tumores y pueden regular la
expresion de genes y/o proteinas a través de la modificacién de la fucosilacion
de los receptores de la superficie celular, afectando consecuentemente las vias
de sefalizacion intracelular rio abajo. (Hao YY et al., 2008; Sakamoto J et al.,
1986).

1.5.1 Fucosiltransferasas y su relacion con el cancer
Las Fut’s son proteinas transmembranales de tipo 2 que consisten en un dominio
amino terminal citoplasmico corto seguido por una regién de tallo de dominio
trans-membrana, y un gran dominio globular dispuesto hacia la cara luminal del

aparato de Golgi (Breton et al., 2001).

Se ha reportado que la sobreexpresion inducida del antigeno de Lewis, catalizado
por las fucosiltransfersas 1y 2, acelera la entrada de las células a la fase S de la
fase GO-G1, acortando el ciclo celular y aumentando la proliferacién celular (Hao
et al., 2008), mediante la regulacién de los factores del ciclo celular con la
contribucion de las vias ERK / MAPK y PI3K / Akt (Liu et al., 2012).

De igual forma, se ha informado que los niveles alterados de Fut 4, Fut 6 y Fut 8
son responsables de cambios en los fenotipos de resistencia a los farmacos en
células BEL7402 (células de hepatocarcinoma celular humano) resistentes a los
farmacos de células tanto in vitro como in vivo. Ademas, la regulacion de la
expresion de Fut 4, Fut 6 o Fut 8 modula marcadamente la actividad de la ruta
de sefializacién de fosfoinositol 3 ciinasa (PI13K) / Akt y la expresion de la proteina
de resistencia a multiples drogas 1 MRP1 relacionada con la multiresistencia a

drogas MDR (del inglés multidrug resistance) (Cheng et al., 2013).

La sobreexpresion de Fut 1 y Fut 2 en células RMG-I derivadas de carcinoma
ovarico humano promovio la proliferacion celular y la resistencia contra farmacos
anticancerosos, tales como 5-FU y carboplatino (lwamori et al., 2005; Zhao et al.,

2008 et al., 2013). Mientras que el aumento de la expresion de Fut 4 y Fut 7
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promovio la proliferacion de células neoplasicas y el crecimiento de células de
hepatocarcinoma celular (HCC) in vitro (Yang X et al., 2007). Fut 10 y Fut 11 se
han identificado en el genoma humano ya que tienen un dominio FUT

conservado, sin embargo, su actividad no ha sido validada (Roos et al., 2002).

1.5.2 Fucosiltransferasa 4
El nivel de expresion de la proteina Fut 4 es baja en células normales; se expresa
principalmente en linfocitos y células epiteliales sométicas y se observa
incrementada en diferentes tipos de cancer, como en carcinoma gastrico,
colorrectal, pancreético y adenocarcinomas pulmonares (Yang et al., 2007) y en

cancer de ovario (Tesis de maestria Alvear et al., 2016)

El mecanismo subyacente de la regulacion de Fut 4 no se encuentra
documentado en su totalidad, sin embargo, existen reportes que argumentan que
el gen FUT 4 se encuentra bajo la regulacion de varios factores de transcripcion,
como HSF1y SP1, donde HSF1 responde a procesos de choque térmico y otros
factores de estrés, los cuales contribuyen a la proliferacion celular y desarrollo
tumoral (Yang et al., 2014). De igual forma, se ha correlacionado a la metilacion
de la isla CpG del promotor de FUT4 con una disminucién en la expresion de la
proteina Fut 4 en células HaCaT (linea celular de queratinocitos inmortales
aneuploides) (Hongyan et al., 2015). Por otro lado, Withers y Hakomori en el
2000, describieron que la expresion del gen FUT 4 es regulada por EIk-1, factores

de transcripcién relacionados a Ets en células U937.

Estudios anteriores indican que la induccién de Fut 4, cuya expresion génica esta
mediada por sefiales rio abajo de la caspasa 3, aumenta la expresion de los
antigenos LeX y LeY en células apoptoticas (Azuma et al., 2004). El incremento
en la expresion de Fut 4 juega un papel importante en la promocién de la
progresion del ciclo celular y la proliferacion celular mediante la sobreexpresion
de LeY en la linea celular de carcinoma epidermoide humano A431 (Yang et

al.,2012). La inhibicion de la expresion de Fut 4 puede proporcionar un nuevo

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hongyan%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25608813

enfoque terapéutico para los canceres epiteliales positivos a LeY (Yang et al.,
2007).

La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) es un paso crucial en la progresion del
tumor y tiene un papel importante durante la invasion y la metastasis del cancer,
en el 2013 se inform6 que Fut 4 tiene un papel en la TEM a través de la activacion
de los sistemas de sefializacion PI3K / Akt y NF-kB, que inducen a los
mediadores clave Snail y MMP-9 y facilitan la adquisicion de un fenotipo
mesenquimal (Yang et al., 2013). Estos hallazgos apoyan la posibilidad de que
Fut 4 sea un nuevo regulador de la TEM en las células de cancer de mamay un
objetivo prometedor para la terapia del cancer (Yang et al., 2013; Yang et al.,
2012).

Realizando estudios con principios activos de plantas medicinales tradicionales
de china, se encontro que el ginsendsido Rg3, inhibid la migracion, invasion, TEM
y metastasis mediante la regulacion negativa de Fut 4 en el cancer de pulmon
humano in vitro e in vivo (Tian et al., 2016). Por lo tanto, se ha sugerido que Rg3
puede ser un nuevo agente anti-metastasis para tratar el cancer de pulmon (Tian
et al.,, 2016). Estos datos abren la posibilidad de realizar este tipo de

experimentos empleando células de COE.

1.6 ANTECEDENTES DIRECTOS

La capacidad de distinguir las diferencias en los niveles de glicosilacion de
proteinas, en células cancerigenas vs células sanas, enfatiza la glicobiologia
como un campo prometedor para la identificacién de biomarcadores potenciales
(Adamczyk et al., 2012).

Nuestro grupo de trabajo determind la presencia de la haptoglobina fucosilada en
LA provenientes de pacientes con COE, reportando que un incremento en los
niveles de la proteina de fase aguda con un estado de fucosilacion aberrante, se

correlacionaba positivamente con las etapas avanzadas de la enfermedad
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(Garibay et al., 2014). Por otro lado, Villegas en el 2015 reporté que el tejido
tumoral de los diferentes tipos histologicos del COE presentaba niveles
incrementados de fucosilacion (Villegas et al., 2015).

Experimentos in vitro realizados durante la maestria, sugieren fuertemente que
el LA recuperado de pacientes COE genera rearreglos en el citoesqueleto de las
células, induciendo extensas prolongaciones membranales que favorecen el

desplazamiento de las células SKOV-3 (Tesis de maestria Alvear et al., 2016).

Las modulaciones de la organizacion citoesquelética y el recambio de adhesion
focal se correlacionan con la tumorogénesis y la TEM, este ultimo proceso
acompafiado de la pérdida de marcadores epiteliales y la ganancia de

marcadores mesénquimas como la vimentina (Ching et al., 2014).

El desprendimiento de micro-vesiculas es un proceso altamente regulado en
varios tipos celulares, pero ocurre en mayores cantidades en células tumorales y
se pueden detectar en fluidos corporales humanos, incluyendo plasma, suero,
saliva, orina y ascitis, particularmente, las microparticulas conocidas como
exosomas liberados de las células tumorales son capaces de transferir una
variedad de moléculas, incluyendo las que son especificas del cancer, a otras
células para manipular su entorno, favoreciendo el crecimiento tumoral y la
invasion (Dorayappan et al., 2016). Evento que logramos observar mediante
inmuno-localizacién, donde observamos que la proteina Fut 4 se encontraba
sobreexpresada en distintos compartimentos celulares, entre ellos, dentro de
pequefias vesiculas, y que el numero de vesiculas desprendidas, asi como la
expresion de la proteina Fut 4 incrementaban en las células SKOV-3 expuestas
al LA. Un dato relevante de estos resultados fue observar una localizacién nuclear
de Fut 4, evento del cual no se tenian reportes previos (Tesis de maestria Alvear
et al.,, 2016). Estrategias experimentales dirigidas a establecer la posible
asociacion entre material nuclear y la proteina Fut 4 podrian corroborar los

hallazgos encontrados anteriormente.
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Escrevente C en el 2006, midio los niveles de expresion de las fucosiltransferasas
1-11 en distintas lineas celulares de CaOv y report6 que en la linea celular SKOV-
3 la mayoria de las fucosiltransferasas se expresaban (excepto Fut 7). Sin
embargo, en nuestro laboratorio se demostré que cuando las células SKOV-3 se
estimulan con liquido ascitico, aumentan los niveles del mRNA y de proteinas de
las fucosiltransferasas 1-10, comparado con las células control (incubadas en

medio McCoy) (Tesis de maestria Alvear et al., 2016).

Dentro del grupo de investigacion, se compararon los niveles de expresion de las
fucosiltransferasas 2, 4 y 8 en cortes de tejido tanto en ovario libre de cancer
como en los diferente tipos histolégicos que componen el COE, observando que
en tejido libre de COE, Fut 2 se localiza dentro de los foliculos, asi como
alrededor de los bordes del epitelio y su expresidn era mayor en comparacion
con la encontrada para Fut 4 y Fut 8, ya que para estas dos proteinas su
expresion era casi inexistente en tejido sano. Sin embargo, al analizar las
secciones de tejido transformados con COE, Fut 2 mantuvo una expresion similar
a la encontrada en tejido sano, mientras que para Fut 4 y Fut 8 se reportaron
altos niveles de expresion en comparacion a lo detectado en el tejido libre de
COE vy sus niveles de expresion variaban dependiendo del tipo histoldgico y la

etapa clinica (Tesis de maestria Alvear et al., 2016).

Estos resultados sugieren fuertemente que Fut 4 podria estar jugando un papel
relevante en los procesos relacionados con la progresion del COE.
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2 JUSTIFICACION

Durante la maestria demostramos que las células SKOV-3 incrementaron los
niveles de expresion principalmente de la proteina Fut 4 como consecuencia de
la incubacion con LA tanto en el citoplasma como en el nucleo de células SKOV-
3; sin embargo, el efecto bioldgico de su inhibicién en células SKOV-3 incubadas
en LA, no se encuentra descrito. Asi mismo, no existen reportes de la presencia
de Fut 4 en muestras de suero o en LA de pacientes con COE. Por lo cual
determinar las asociaciones de Fut 4 con proteinas nucleares y establecer la
relevancia de la expresion de Fut 4 en mecanismos relacionados con la
progresion tumoral tanto In vitro como In situ podria generar informacién
relevante para poder sugerir a la proteina Fut 4 como un biomarcador prondstico

o predictivo en el COE.
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3 HIPOTESIS

La proteina Fut 4 se encuentra asociada a proteinas nucleares y
la sobreexpresion de Fut 4 regula mecanismos relacionados con

procesos de tumorogénesis durante el desarrollo del COE
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4 OBJETIVO GENERAL

Estudiar a la proteina Fut 4 en el nacleo de las células SKOV-3 y la posible
participacion de su sobreexpresion en mecanismos relacionados con la

progresion del COE
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OBJETIVOS PARTICULARES

Cultivos de células SKOV-3

. Determinar la localizacién subcelular de la proteina Fut 4 mediante
fraccionamientos celulares.

. Analizar la asociacion de Fut 4 con otras proteinas dentro del nucleo de células
expuestas a LA

. Evaluar el efecto del silenciamiento de Fut 4 en procesos de  proliferacion,
migracion e invasion bajo el efecto del LA.

Muestras provenientes de pacientes con COE

. Determinar la presencia de la proteina Fut 4 en cultivos primarios de células
recuperadas de un LA.

. Medir los niveles de expresion de Fut 4 en suero y LA de muestras pareadas de
pacientes con COE y en sueros de mujeres sin diagnéstico de COE.

. Correlacionar la expresion de Fut 4 con la progresion tumoral de la enfermedad,
basados en el historial clinico de las pacientes.
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6 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL In vitro
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL EN PACIENTES
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METODOLOGIA

Material bioldgico.

o Obtencién de LA.

Las muestras de LA y suero fueron obtenidas a partir de pacientes diagnosticadas
con COE adscritas al Departamento de Oncologia Médica del INCan, mediante
un protocolo aprobado por los Comités de Bioética de investigacion del INCan,
con numero de expediente (No. INCAN/CC/134/09 (CB/549/09). Con carta de
consentimiento informado de aprobacion firmada por cada una de las pacientes.
Todo bajo la asesoria de la Dra. Dolores Gallardo Rincén, oncéloga médica del
INCan.

Procesamiento de liquido ascitico.

Los LAs (N= 23) se obtuvieron por paracentesis en condiciones de esterilidad y
se almacenaron en tubos Falcon estériles de 50 ml, los cuales se colocaron en
un recipiente con hielo y se transportaron al laboratorio el mismo dia de la
extraccidn para su procesamiento inmediato. Para poder ser incluidas en el
estudio las muestras de ascitis fueron claras, libres de bacterias (analizadas
después de su centrifugacion y observacion directa al microscopio éptico) y sin
sangre visible (por la coloracion de la ascitis). Las muestras se centrifugaron a
1,000 x g por 10 min a 4 °C. Los LAs libres de células tumorales fueron filtrados
(Corning, diametro de poro de 0.22 pm, No. Cat. 431097), etiquetados y
almacenados a -70 °C. (Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de las 10 pacientes con COE de

donde se obtuvieronlos LAs
% (n/N)
Caracteristicas N=10
Edad (Anos)
Media+SD 56.6+13.2
Mediana (Rango) 55.5(54-72)
Tipo histolagico
Endometrioide 10 (1/10)
Seroso papilar de alto grado 90 (9/10)
Etapa clinica
e 20 (2/10)
IVA 50 (5/10)
IVB 30 (3/10)
Estatus
Vivas 70 (7/10)
Fallecidas 20(2/10
Perdidas 10 (1/10)

Procesamiento de cultivos primarios.

25

Las células de los cultivos primarios provenientes de un LA, se procesaron antes
del tratamiento descrito en la parte superior. El LA se atempero, se homogenizé
y se tomd 1 ml, el cual fue colocado sobre cubreobjetos dentro de cajas T-25. Los

cultivos se incubaron durante una semana a 37 °C en una atmosfera de CO: al




o Obtencion de muestras de suero y LA de pacientes con y sin COE.

En este estudio se procesaron 13 sueros y LAs pareados de pacientes con COE.
Los cuales se seleccionaron bajo criterios de inclusion, que establecian que las
pacientes no tenian que haber cursado bajo ningun tratamiento terapéutico
previo. Los sueros se sometieron a un proceso de eliminacion de proteinas
abundantes como albumina e inmunoglobulinas mediante precipitacion con
sulfato de amonio saturado. Las caracteristicas patoldgicas de las pacientes con

COE se encuentran descritas en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las 13 pacientes con COE

de donde se obtuvieron los suerosy LA

% (n/N)
Cc teristi
aracteristicas N=13
Edad (Afos)
Media+SD 4951132
Mediana (Rango) 48.5 (29-68)
Tipo histologico
Endometrioide 30 (4/13)
Seroso papilar de alto grado 53.8 (7/13)
Mucinoso 15.3 (2/13)
Etapa clinica
IVA 15.3 (2/13)
IVB 23 (3/13)
IC 23 (3/13)
lnc 38.4 (5/13)
Estatus
Fallecidas 61.5(8/13)
Vivas 38.46 (5/13)
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Linea celular SKOV-3

La linea celular SKOV-3 (ATTC HTB-77) fue obtenida en 1973, a partir de liquido
ascitico de una mujer caucasica de 64 afios con un tumor de ovario de subtipo
histolégico seroso papilar. Cuenta con una morfologia parecida a la epitelial y
presenta actividad de quimiotaxis. In vivo, esta linea celular puede llegar a formar
tumores primarios de ovario. Las células se cultivan a 37 °C en medio McCoy’'s
52 (Corning, 10-050-CVR) con suero fetal bovino al 10% (Corning, 35-010-CV),
en una atmoésfera de CO:2 al 5%. Las células se procesaron con el LA bajo una
confluencia del 80% de crecimiento. Como condicion control se emplearon

células SKOV-3 en medio convencional.

Inmunofluorescencia indirecta

Partiendo de 50 mil células SKOV-3, se colocaron sobre cubreobjetos y se
expusieron a diferentes condiciones, dependiendo del experimento realizado:
Para los ensayos de fucosilacion total, las células SKOV-3 se procesaron de
acuerdo con lo descrito por Alberto et al., 2019, utilizando una lectina biotinilada
de Aleuria aurantia (AA) (Vector Laboratories, B-1395,) diluida 1:50, y un
conjugado estreptavidina-FITC (Life Technologies, 4343-11,) diluido 1: 100 en
PBS. Para la deteccion de Fut’s, los anticuerpos primarios se incubaron durante
toda la noche a 4 °C: anti-Fut 2 (Cat. No. sc-21964), anti-Fut 4 (Cat No. sc-
292247) y anti-Fut 8 (Cat. No. sc-271244) (Santa Cruz Biotechnology, Inc.).
Todos se diluyeron 1:50 en PBS. Los anticuerpos secundarios utilizados fueron:
anti-cabra FITC (No. Cat. A-15970), anti-conejo-TRITC (Cat. No. A-16028) y anti-
raton, ALEXA 647 (No Cat. A -214663), todos obtenidos de Thermo Fisher
Scientific Inc., diluidos 1: 100 e incubados durante 1 h a temperatura ambiente.
Las muestras se lavaron tres veces con PBS 1X y se montaron sobre un
portaobjetos con 7 ul de Vectashield (No. Cat. H-1000). El marcaje para las
diferentes fucosiltransferasas se realiz6 de manera simultanea y se emple6 un
microscopio confocal Carl Zeiss (Carl Zeiss LMS 700) y el software de

microscopio ZEN 2012 (Carl Zeiss Microscopy) para analizar todas las muestras.
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Para el analisis de los ensayos de IFI del sondeo de FUT’s en nucleo, se
contabilizaron 67 nucleos celulares. En el caso del sondeo de Fut 4 en nlcleos

aislados se consideraron 25 nucleos por condicion.

Nota. El término Crop, se refiere a la eliminacion de zonas no deseadas de una
imagen a través de un acercamiento Optico, en este caso, para la visualizacion
detallada de la imagen seleccionada. El término ORTHO se refiere al analisis
mostrado en cortes X, Y y Z del plano 6ptico.

Microscopia electronica de transmision

El andlisis ultraestructural por microscopia electrénica de transmision (MET) se
realiz6 con el apoyo técnico del personal del laboratorio del Dr. Adolfo Martinez
Palomo y de la Dra. Bibiana Chavez Munguia, Departamento de Infectomica y
Patogénesis Molecular (DIPM)-CINVESTAYV. Las células SKOV-3 se fijaron a
temperatura ambiente con glutaraldehido al 2,5% (v / v) en tampdn de cacodilato
de sodio 0.1 M, pH 7.2 durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras se
deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol (50, 70, 90 y 100%) y se
embebieron en resinas epoxi Polybed y se polimerizaron a 60 ° C durante 24 h.
Se colocaron secciones delgadas en rejillas de niquel recubiertas con film de
formvar, se bloquearon con suero fetal bovino al 5% durante 1 hora y se
incubaron con el anticuerpo primario anti-Fut 4 (Santa Cruz Biotechnology, Inc,
sC-292247) diluido 1:10 durante 24 h en camara humeda a 4 ° C. Las muestras
se lavaron con PBS y agua destilada antes de la incubacién con un anticuerpo
IgG (H + L) (AH) de cabra anti-conejo diluido en PBS 1:30 acoplado a particulas
de oro de 20 nm (Ted PELLA, Inc.). Después de la incubacién con el anticuerpo
secundario, las muestras se lavaron con PBS, se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo y se observaron con un microscopio electronico de
transmision JEOL-JEM-1011.
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Lisis celular

Las células SKOV-3 se centrifugaron a 108 x g durante 10 min a 4 °C. El
sobrenadante se desechd y se agregd 1 ml de PBS 1X estéril a la pastilla
obtenida, se homogeniz6 y se volvio a centrifugar a 21 255 xg durante 10 min a
4 °C. Este proceso se realizo en tres ocasiones sin homogenizar la pastilla. Se
retir6 el PBS y se agregaron 200 puL de amortiguador de lisis (Tris-HCL 5 mM,
EDTA 2 mM, y Nonidet P-40 al 1%) con inhibidores de proteasas y fosfatasas (1
uL de Aprotinina y Leupeptina, 1 mM de PMSF, NasVOas y NaF). Se incubaron
por 30 min en hielo y se sometieron a tres ciclos de vortex/hielo (1 min/3 min
respectivamente). Posteriormente, las muestras se sometieron a sonicacion por
ciclos de 10 seg, con tiempos de 10 seg de reposo en hielo durante 1 min a una
potencia de 200 W. Por ultimo, se volvieron a centrifugar a 21 255 xg durante 15
min a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante y se guardé el precipitado a -20 °C. La
concentracion de proteinas se determiné utilizando el Kit DC Protein assay (Bio-
Rad, 500-0114) a una absorbancia de 760 nm.

Western blot

Los extractos proteicos de las células SKOV-3 de cada condicion, se separaron
en geles SDS-PAGE al 10% y 12.5%, segun se indique. La electrotransferencia
se realizé en presencia de amortiguador buffer de transferencia frio (10%
amortiguador de corrida 10X, 20% de metanol, 70% de agua miliQ)a25V a4 °C
durante toda la noche. Las proteinas transferidas a la membrana de nitrocelulosa
(MNC) se tifieron con el colorante rojo de Ponceau durante 30 min en agitacion
contante a temperatura ambiente. Posteriormente se lavé la membrana con TBS-
T 20 al 0.05%. Se bloque6 la membrana con leche al 5% diluida en TBS-T por 1
hy se lavd de 4 a 5 veces, con TBS-T, 30 min cada uno. Para la deteccién de la
enzima Fut 4 se utilizaron los anticuerpos primarios policlonal (Santa Cruz
Biotecnology, INC: sc-292247) (posteriormente descontinuado) en una dilucion
1:2500 y un anticuerpo monoclonal anti-Fut 4 (Invitrogen, MA5-31736) dilucion

1:500 en PBS leche al 2.5%, de acuerdo al ensayo realizado. Se dejo incubando
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durante toda la noche a 4 °C en agitacién constante. Posteriormente, se lavé con
TBS-T de 5 a 7 veces durante 10 min cada uno. Para las muestras tratadas con
el anticuerpo policlonal se incubd con el anticuerpo secundario a-lgG de conejo
(Jackson ImmunoResearch Inc., 111-035-003) y para las muestras tratadas con
el anticuerpo monoclonal, el anticuerpo secundario a-lgG de raton (Jackson
ImmunoResearch Inc., 115-035-003). Los dos anticuerpos secundarios estan
acoplados a peroxidasa de rabano (HRP), utilizados en una dilucion 1:10 000 en
TBS-T leche 2.5 %. Se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente en
agitacion constante, como control de carga se utiliz6 un anticuerpo dirigido a
GAPDH en una dilucién 1:5000. Se reveld6 mediante quimioluminiscencia
(SuperSignal West FemtoChemiluminescentSubstrate, thermoScientific,
#34095).

Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

Las bandas proteicas de interés, obtenidas de un gel sometido a electroforesis
en una dimensién se enviaron, para su identificacibn por espectrometria de
masas, a la Unidad de Protedmica del CINVESTAYV. Para este procedimiento se
utilizé el equipo NanoAcquity Synapt G2-S1. Este analisis se realizd con el apoyo
del M. en C. Emmanuel Rios Castro, responsable del equipo. En breve, los
fragmentos de gel resultantes se digirieron enzimaticamente de acuerdo con el
protocolo modificado de Shevchenko A et al., 2006. Posteriormente, se cargaron
péptidos tripticos en la precolumna Symmetry C18 Trap V / M (Waters, Milford,
MA); 180 um X 20 mm, tamano de poro de 100 A°, tamafio de particula de 5 ym
desalado utilizando como fase movil A, acido férmico (AF) al 0,1% en H20 y fase
movil B, AF al 0.1% en acetonitrilo (ACN) bajo el siguiente gradiente isocratico:
99.9% de fase mévil Ay 0,1% de fase mévil B a un flujo de 5 pl/min durante 3
min. Luego, los péptidos se cargaron y separaron en una columna HSS T3 C18
(Waters, Milford, MA); 75 pm X 150 mm, tamafio de poro de 100 A °, tamafio de
particula de 1.8 ym; utilizando un UPLC ACQUITY M-Class (Waters, Milford, MA)

con las mismas fases moviles bajo el siguiente gradiente: 0 min 7% B, 30.37 min
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40% B, 32.03-35.34 min 85% B, 37-47 min 7% B a un caudal de 400 nl/min y 45
°C. Los datos de los espectros se adquirieron en un espectrometro de masas con
ionizacion por electropulverizacion (ESI) y separacion por movilidad iénica (IMS)
Synapt G2-Si (Waters, Milford, MA) utilizando un enfoque de adquisicion
independiente de datos (DIA) a través del modo HDMSE (Waters, Milford, MA).
La pagina de sintonia para la fuente de ionizacion se establecio con los siguientes
parametros: 2,75 kV en el capilar del muestreador, 30 V en el cono de muestreo,
30 V en el desplazamiento de la fuente, 70 ° C para la temperatura de la fuente,
0,5 Bar para el gas de nano flujo y 120 I/h para el flujo de gas de purga. Se
adquirieron dos cromatogramas (cromatogramas de baja y alta energia) en modo
positivo en un rango de m / z 50-2000 con un tiempo de barrido de 500 ms. No
se aplico energia de colisidbn para obtener el cromatograma de baja energia,
mientras que para los cromatogramas de alta energia, los iones precursores se
fragmentaron en la transferencia utilizando una rampa de energia de colision de
19-55 V. Archivos * .raw generados que contienen espectros de MS y MS/MS se
deconvolucionaron y compararon utilizando el software ProteinLynx Global
SERVER (PLGS) v3.0.3 (Waters, Milford, MA) con una base de datos Homo
sapiens * .fasta invertida (descargada de Uniprot, secuencias de proteinas
73099, ultima modificacion el 27 de junio de 2018) concatenada con su base de
datos invertida. Los parametros del flujo de trabajo fueron: tripsina como enzima
de corte y se permiti6 una escision perdida; carbamidometilo (C) como
modificacion fija y amidacién (término N), desamidacién (N, Q), oxidacion (M),
fosforilo (S, T, Y) como modificaciones variables. Tolerancia automatica de
péptidos y fragmentos, coincidencias minimas de iones de fragmentos por
péptido: 2, coincidencias minimas de iones de fragmentos por proteina: 5,
coincidencias minimas de péptidos por proteina: 1 y una tasa de descubrimiento
falso (FDR) <4%. Todas las identificaciones tuvieron un porcentaje 295% de
confiabilidad (Protein AutoCurate green). Synapt G2-Si se calibré con [Glul] -
Fibrinopéptido, [M + 2H] 2 + = 785,84261 a 1,5 ppm.
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Silenciamiento de la proteina Fut 4

Para llevar a cabo el silenciamiento de la proteina Fut 4, se emplearon RNA
pequefios interferentes (SiRNA, Santa Cruz Biotechnology, SC-40585), diluidos
como lo indica el fabricante. Para todos los ensayos funcionales se partié de 300
000 mil células SKOV-3, crecidas por 24 h en medio McCoy 5A y SFB al 10%.
Transcurrido ese tiempo, se retiré el medio y se adicioné 1 ml de LA por 24 h.
Posteriormente se retir6 el LA y se realizaron tres lavados con medio sin SFB
para eliminar remanentes del SFB. Simultaneamente, en un volumen de 300 pl
de medio McCoy sin SFB, se prepar6 una mezcla con siRNAs-Fut 4 y 2 ul de
turbofect (Thermo Fisher Scientific, R0532), para cada condicién. La reaccion se
resuspendid y se dejo reposar 20 min. Se retir6 el medio sin SFB de cada
condicién y se agreg6 cuidadosamente la mezcla con el siRNA previamente
preparaday se incubé durante 16 h. Una vez efectuado el silenciamiento, se retird
la mezcla y se adicion6 nuevamente medio con SFB al 10% o LA por 24 h. Se
probaron tres concentraciones del siRNA interferente. 20, 40 y 60 pmol (LA/
SiRNA Fut 4) sobre las células SKOV-3. Como condicién control se emple6 un
siRNA no relacionado (Santa Cruz Biotechnology, SC-36869) (LA/siRNA CTL) en
una concentracion de 20 pmol, sugerido por el fabricante. El silenciamiento de
Fut 4 se corroboré mediante ensayos de WB. Las condiciones empleadas en los
ensayos funcionales fueron las siguientes, células SKOV-3 en: Medio (control
negativo), LA (control positivo) LA/siRNA Fut 4 (condicion problema) y LA/siRNA
CTL (condicién control de siRNA)

Andlisis de ciclo celular y proliferacion mediante citometria de flujo

Para los ensayos de proliferaciéon, todas las condiciones establecidas fueron
tratadas de forma igualitaria.

EdU (5-etinil-2'-desoxiuridina) diluido en DMSO a 10 mM, suministrado con el kit
de ensayo de citometria de flujo Click-iT EdU Alexa Fluor 488 (Thermo-Fisher
Scientific, C10425) y se trabajo de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se

afadi6 a cultivos de SKOV-3 incubados en las diferentes condiciones empleadas,
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2 h antes del terminar el tiempo de incubacion (24 h). Las células se separaron
con tripsina-EDTA y se procesaron de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células se fijaron durante 2 min con 200 ul de
paraformaldehido al 4% en PBS frio, se permeabilizaron con 100 pl de saponina
y se mantuvieron en hielo durante 10 min. Adicionalmente, para analizar el ciclo
celular, las células se incubaron con 20 pL de yoduro de propidio (1 mg / mL)
(Thermo Fisher Scientific, P3566) durante 1 h a 37 °C en la oscuridad para marcar
el DNA. La deteccion de ADN-EdU se realiz6 en un citdmetro de flujo LSR
Fortessa y los datos se analizaron utilizando el software Flowjo (version 10.6).
Las células expuestas a DMSO (disolvente) y medio de control sirvieron como

controles. Los experimentos se realizaron por duplicado.

Ensayos de cierre de “Herida”

Las células SKOV-3 se cultivaron y se procesaron en placas de 24 pozos para
los ensayos de migracion. Las condiciones empleadas se establecieron
previamente: Medio, LA, LA/siRNA Fut 4, LA/ siRNA CTL. Posterior al
silenciamiento las células se trataron con mitomicina C a una concentracion de
0.02 mg / ml (M4827 Sigma-Aldrich) durante 2 h a 37 °C para detener la
proliferacion celular. Se descarté la mitomicina y se llevo a cabo la herida sobre
la monocapa celular, bajo una confluencia del 90%. Empleando una punta blanca
para una pipeta estandar de 20 pl, la herida se realizé en forma de cruz para darle
un mejor seguimiento al experimento. Se realizaron tres lavados a cada condicion
con PBS 1X para eliminar los remanentes de las células desprendidas por el
rapado. Se coloc6 1 mil de medio o de LA, segun el caso requerido. El
seguimiento del cierre de la herida se realizo a los tiempos 0, 4, 6, 8y 10 hy las
mediciones cuantitativas se representaron en cm, tomando de referencia las
distancias entre los dos bordes realizados de la herida. El proceso se documenté
mediante registros fotograficos, empleando un microscopio invertido Nikon Corp
mod. Diaphot con una camara Canon. Los experimentos se realizaron por

triplicado.
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Analisis de Invasion

Partiendo de 1300 000 mil células cultivadas en placas de 24 pozos, donde se
realiz6 el silenciamiento, la invasion de células SKOV-3 se determin6 usando
camaras Transwell con un tamano del poro de 8 um en una placa de 6 pozos
(Corning, 3428). Las células SKOV-3 silvestres o knock-down, se despegaron
con 3ul de tripsina (Corning, 25-053-Cl) y se contabilizaron empelando una
camara de Neubauer. Se colocaron nuevamente 300 000 mil células SKOV-3
sobre la cAmara superior del Transwell, previamente cubierta con Matrigel. El
matrigel, previamente fue preparado en frio 1 h antes de la resiembra, se
colocaron 600 pl de matrigel en una dilucién 1:3 con medio McCoy sin SFB,
posteriormente se dej6 gelificar a 37 °C durante 1 h; de acuerdo a cada condicion,
se agreg6 medio suplementado o LA segun el caso y se dejé incubar hasta lograr
la adherencia celular. Posteriormente se deseché el suero o LA previamente
colocado y a todas las condiciones se le agrego medio sin SFB. A la par, en la
camara inferior de la placa se coloco (para la condicion de medio) medio McCoy
suplementado con 20 % de SFB y para el resto de las condiciones se adicion6
LA. La placa se incub6 a 37 °C durante 24 h. Finalizado este tiempo se retiraron
los Transwell y se realizé un raspado cuidadoso empleando un hisopo sobre la
parte inferior interna del Transwell, se realizaron tres lavados con PBS 1X estéril
y finalmente se tifi6 la parte externa inferior del Transwell con 15 ml de azul de
metileno. El andlisis de los resultados se llevé a cabo mediante un microscopio
invertido Nikon Corp mod. Diaphot, con una camara Canon, donde se realiz6 la
captura fotografica de 20 campos por condicidn y se contabilizaron Unicamente
las células que lograron atravesar la barrera del matrigel. Los experimentos se

realizaron por triplicado.
Inmunoprecipitacion

Cultivos celulares SKOV-3 incubados en LA se lisaron utilizando tampén de lisis
no desnaturalizante enfriado con hielo (PBS, pH 7.4, Triton X-100 al 1 %, NacCl

150 mM, glicerol al 5 % y coctel de inhibidores de proteasa) con el kit de co-IP
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Thermo Scientific Pierce (26149) y las fracciones citopldsmica y nuclear se
recuperaron siguiendo el protocolo del fabricante. Brevemente, se incubaron
10 pg de anticuerpo policlonal anti-Fut 4 (Invitrogen, MA5-31736) en una columna
de resina de acoplamiento AminoLink Plusin durante 2 h. A continuacion, la resina
con el anticuerpo unido se lavé y se incubd con las fracciones celulares
(citplasmética y nuclear) durante la noche. Después de la incubacién, la resina
se lavo nuevamente (PBS, pH 7.4, NaCl 150 mM, glicerol al 5 %) y las proteinas
se eluyeron con tampdn de elucion (HEPES 50 mM, pH 5.0).

Extractos nucleares

Los extractos nucleares de SKOV-3 (40 ug) se obtuvieron de acuerdo con el
protocolo de aislamiento rapido de nudcleos de Cold Spring Harbor como se
describe en Arash et al., 2015. Se us6 anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology,
Inc, 2595) dilucién 1:5000 como control del citoplasma, anti-H2A.X histona (Cell
Signaling Technology, Inc,) dil 1:1000 como control de ndcleo y anti-Fut 4
(Invitrogen, MA5-31736) dil 1:1500. Se utilizaron anticuerpos secundarios
conjugados con HRP a una dilucién 1:5000 en leche TBS-T al 2.5% durante 1 ha
temperatura ambiente: 1gG anti-conejo (Cat. No. 111-035-003) e IgG anti-ratén
(Cat. No. 115-035-003) (de Jackson ImmunoResearch Inc.). La reaccién positiva
se desarrollé por quimioluminiscencia (SuperSignal West Femto Maximum
Sensitivity, Cat. No. 34095, Thermo Fisher Scientific).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando los datos expresados como promedio
+ DE, mediante el software GraphPad Prism 8. La significancia estadistica entre
las diferentes condiciones empleadas en los ensayos funcionales se realiz6
mediante ANOVA de dos vias aplicando la prueba de comparaciones multiples
Dunnett’s o Tukey. Para los ensayos donde se compararon dos condiciones, se
evaluo utilizando la prueba de t student. Para realizar las asociaciones entre la

expresion de la proteina Fut 4 y la SG y SLP de las pacientes, se empleo el
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método de Kaplan Meier. Las diferencias significativas que se muestran sobre

las graficas corresponden a * p< 0.05, ** p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.

36



9 RESULTADOS

Localizacion nuclear de la proteina Fut 4 en células SKOV-3

expuestas a LA

La figura 5A presenta células SKOV-3 incubadas en LA, analizadas mediante
inmunofluoresencia indirecta (IFI) donde se analizé la localizacion subcelular y el
nivel de expresion de las proteinas Fut 2, Fut 4 y Fut 8 en el nucleo celular.
Nuestros resultados confirmaron lo observado durante el desarrollo del trabajo
experimental de maestria (Alvear y col., 2016), mostrando que la proteina Fut 4
se localiza en ambos compartimientos; sin embargo, se observa una presencia
mayor, estadisticamente significativa de Fut 4 (p <0,0001) en el ndcleo de las
células SKOV-3, mientras que la localizacion de las enzimas Fut 2 y Fut 8 fue
tipicamente citoplasmica (Fig. 5B). Posteriormente, se realiz6 un analisis, de la
inmunolocalizacion de la proteina Fut 4 de una célula seleccionada (recuadro
blanco), dentro de los tres planos Opticos, confirmando la colocalizacion entre el
marcador de &cido nucleico (DAPI) y la proteina Fut 4 (TRITC), dentro del ntcleo
de la célula SKOV-3 expuesta durante 24 h en LA de pacientes con COE (Fig.
5C y D), dicha busqueda no fue realizada en medio de cultivo debido a la baja
expresion que presentan las Futs en esta condicion. La localizacion nuclear de
Fut 4 se comprobd al realizar un andlisis por microscopia electrénica de
transmision, donde se confirmé que Fut 4 es una proteina que se ubica tanto en
citoplasma como en el nucleo de las células SKOV-3 y que su mayor presencia
e intensidad de expresion se observa a las 24 h de incubacion con el LA. En este
experimento se agrego adicionalmente un tiempo de 48 h de incubacion con LA
y observamos que incluso cuando su expresion disminuye ligeramente a las 48
h, la presencia de la proteina Fut 4 en el nucleo sigue siendo mayor en

comparacion con la condicién control (Fig. 6).
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Figura 5. Andlisis de inmunofluorescencia de Fut 2, 4 y 8 dentro del nucleo de
células SKOV-3 expuestas a LA. A y B) Campos representativos de 67 nucleos
celulares analizados para Fut 2, Fut 4 y Fut 8, con un aumento de 40X. Nucleo-DAPI,
Fut 2-FITC, Fut 4-TRITC y Fut 8-ALEXA 647. C) Analisis de la intensidad de
fluorescencia en unidades de pixel. D) Plano 6ptico (Crop) de una célula expuesta
durante 24 horas (h) (caja blanca) en LA, analizada en el nucleo celular solo con los
canales para Nucleo-DAPI y Fut 4-TRITC.
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Figura 6. Validacion de la presencia de la proteina Fut 4 en el nacleo celular de
SKOV-3. Imagenes representativas de diferentes campos analizados mediante
microscopia electronica de transmision (MET) de células SKOV-3 incubadas en A) medio
McCoy’s 5A (control), B) 24 h en LAy C) 48 h en LA. Membrana plasmatica (MP),
Citoplasma (C), Membrana nuclear (MN), Nucleo (N), Fut 4 (punta de flecha negra).
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Para continuar con los experimentos de localizacion nuclear y tomando en cuenta
que a las 24 h de incubacion con ascitis era el tiempo donde se observa una
mayor presencia de la proteina Fut 4, se continu6 con los experimentos solo con

este tiempo de interaccion con el LA.

Se procedio a realizar un fraccionamiento celular de SKOV-3 expuestas por 24 h
en medio y LA, donde los resultados mostraron un alto rendimiento en la
obtencién de fracciones totales (1), citoplasmaticas (2) y nucleares (3). Se
observaron claras diferencias tanto en concentracion como en numero de bandas
proteicas entre las tres fracciones de las dos condiciones (Fig. 7). Se analizé la
integridad de los nucleos obtenidos del fraccionamiento celular por microscopia
optica (Fig. 8A) e IFI (Fig. 8B), donde los nuacleos fueron tefiidos con DAPI.
Observamos un alto rendimiento y una purificacién limpia, libre de restos

citoplasmaticos.

Para corroborar la localizacion nuclear de la proteina Fut 4 en células SKOV-3,
se analizd su presencia en fracciones enriquecidas con los extractos nucleares
previamente descritos. Se analizaron 25 nudcleos por condicion mediante IFI (Fig.
9A). Nuestros resultados mostraron que la incubacion con LA aumenta la
presencia de la proteina Fut 4 en el compartimento nuclear, con una diferencia
estadisticamente significativa (p <0,0001) en comparacion con la expresion
encontrada para la proteina Fut 4 en los ndcleos aislados de células incubadas
en medio (Fig. 9B). Estos resultados son similares a los encontrados en los
extractos nucleares analizados por WB (Fig.9C), obtuvimos resultados similares,
donde nuevamente observamos una mayor presencia de la proteina Fut 4 en los
ndacleos de células expuestas a LA durante 24 h (p <0.01) respecto a lo
encontrado en los nucleos de las células expuestas al medio (Fig. 9D).
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Figura 7. Fraccionamiento celular de SKOV-3 en medio y LA por 24 h. A) Tincién
con plata de SDS-PAGE 10% con 20 pg de proteina de cada fraccién (1: Total, 2:
citoplasma, 3: nuclear), en la condicion de medios (M) y liquido ascitico (LA).
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Figura 8. Rendimiento de la obtencién de nucleos mediante microscopia 6ptica
40X. Campos representativos de la integridad de los nlcleos obtenidos de ambas
condiciones analizados mediante A) microscopia 6ptica y B) microscopia confocal, donde

los nucleos fueron tefiidos con DAPI.
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Figura 9. Validacion de la localizacion nuclear de Fut 4 en células SKOV-3
incubadas en LA. A) Analisis por IFI de fracciones nucleares de células SKOV-3 en
medio y en LA. Nucleo-DAPI y Fut 4 / TRITC, analizados con un aumento de 40X. B)
Andlisis de la intensidad de la fluorescencia representado en unidades relativas. C) WB
de fracciones nucleares de células SKOV-3 en Medio y LA. D) Analisis densitométrico
representado en unidades relativas del WB. Para determinar la significacion estadistica,

se realizé un andlisis t-Student de tres experimentos independientes.
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Interaccidon entre la proteina Fut 4 y proteinas nucleares en

células SKOV-3 expuestas a LA

Una vez confirmada la localizacion nuclear de la proteina Fut 4 en células
incubadas con LA, y con el fin de lograr una mejor comprension de su proceso
de translocacién nuclear, asi como su posible funcién dentro del nicleo de células
SKOV-3, se realizé una inmunoprecipitacion (IP) empleado un anticuerpo dirigido
a la proteina humana Fut 4. Para este experimento solo se emplearon las
fracciones nucleares, de células SKOV-3 previamente expuestas a Medio y LA
durante 24 h. En la figura 10 se muestra el perfil proteico del fraccionamiento
celular de SKOV-3 empleado para la IP (Fig. 10). La figura 11A muestra las
proteinas de los extractos nucleicos que no se unieron a la proteina de interés
(Fut 4), observando una concentracion mayor de proteinas en la condicion de LA
en comparaciéon con la condicion de medio. Sin embargo, las muestras
correspondientes a los 6 lavados (L) realizados a cada condicién, no mostraron
una diferencia considerable en la concentracion de proteinas que se iban
liberando (Fig. 11B). Finalmente, se analizaron 20 pg del IP por electroforesis en
gel, el cual se tifio con azul de Coomassie (Fig. 12), y 20 ug se utilizaron para el
procesamiento por espectrometria de masas. Para la identificacion de proteinas
unidas directa o indirectamente a la proteina Fut 4, solo se procesaron muestras
de citoplasma y nucleo de células SKOV-3 incubadas en LA. Las proteinas
identificadas en cada condicion se muestran en la Tabla 3. Los resultados del
analisis por espectrometria de masas mostraron 11 proteinas en total, donde 5
fueron identificadas en el citoplasma y 6 en el ndcleo, siendo solo la proteina

histona H4 la encontrada en ambas condiciones.
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Posterior a la identificacion mediante espectrometria de masas de las proteinas
obtenidas de la IP se realiz6 un interactoma empleando la pagina String. Los
resultados arrojaron que no se ha reportado, hasta la fecha, ningun tipo de
comunicacion reportada entre las proteinas identificadas con la proteina Fut 4
(Fig 13 y 14). Sin embargo, estas evidencias abren grandes caminos de estudio
para dilucidar y establecer, el mecanismo fisiologico de esta enzima en el nucleo,

durante la interfase entre la célula cancerosa y el microambiente tumoral.

Medio LA
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Figura 10. Fraccionamiento celular de SKOV-3 en medio y LA por 24 h empleadas
para la IP. A) Tincién con plata de un SDS-PAGE 10% con 40 pg de proteina de cada
fraccion: Total (T), citoplasma (C) y nuclear (N), en la condicion de medio y liquido

ascitico.
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Figura 11. Perfil de proteinas nucleares sin interaccién a Fut 4 en la IP. Tincion con
plata de proteinas separadas por SDS-PAGE al 12%. A) Proteinas no unidas (PNU) con
la proteina Fut 4. B) Patrén electroforético de proteinas obtenidas de los lavados 1 (L1),
3 (L3) y 6 (L6) de la IP de fracciones nucleares de células interaccionadas con medio

(M) y liquido ascitico (LA).
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Figura 12. Inmunoprecipitacion de la proteina Fut 4 de extractos nucleares de
células SKOV-3 incubadas en Medio y LA. 20 ug de las proteinas obtenidas por IP
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con el anticuerpo anti Fut 4 fueron analizadas por SDS-PAGE 10%. Tincion con azul de

Coomassie.

Tabla 3. Proteinas identificadas mediante IP de Fut 4 en fracciones nucleares de

células SKOV -3 incubadas en LA

N° de N° de
acceso Citoplasma acceso Nucleo
Ubiquitina-60S ribosomal
P62805 Histona H4 MOR1V7 proteina L40 (Fragmento)
BOYJC4 Vimentina variante 3 P62805 Histona H4
Queratina tipo Il Queratina tipo Il
P04264 citoesquelético 1 P04264 citoesquelético 1
Queratina tipo Il Queratina tipo |
P35908 citoesquelético 2 epidermal P13645 citoesquelético 10
ATP sintetasa subunidad
beta  mitocondrial
F8WOP7 (Fragmento) P08670 Vimentina
Q93079 Histona H2B tipo 1-H
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Figura 13. Red de interacciones de las proteinas citoplasmaticas identificadas en
los complejos formados con la proteina Fut 4. Experimento realizado con las
proteinas identificadas mediante la inmunoprecipitacion con anti-Fut 4 de la fraccion

citoplasmica de células SKOV-3 incubadas en LA.

= VIM
/)\./
/
ﬂHISTlHM:
o=yt
50 KRT1
3 KRT10 ;Q
&/
FUT4
HISTIHZBH AL
i
NS

Figura 14. Red de interacciones de las proteinas nucleares identificadas en los
complejos formados con la proteina Fut 4. Experimento realizado con las proteinas
identificadas mediante la inmunoprecipitacion con anti-Fut 4 de la fraccién nuclear de
células SKOV-3 incubadas en LA.
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Fut 4 interviene en procesos asociados con la progresion del
COE en células SKOV-3 expuestas a LA.

Para definir el impacto del LA en procesos bioldgicos relevantes en el desarrollo
del COE, se evalué el efecto de 10 LA diferentes sobre la proliferacion de células
SKOV-3 realizando un marcado con EdU. Los resultados indican que las células
SKOV-3 incubadas de forma independiente, con 10 LA diferentes, presentaron
un mayor porcentaje de incorporacion de EdU (21.89 + 0.91%), (Fig. 15A) frente
al porcentaje obtenido en las células SKOV-3 incubadas en medio 12,94 + 0,43%
(Fig. 15A), con una diferencia estadisticamente significativa (p <0,0001) (Fig.
15B). Aunque el porcentaje de proliferacion aumenté con los 10 LA analizados,
en comparacion con lo encontrado en la condicién control, hubo variaciones en
el porcentaje de proliferacion observado entre las 10 LA diferentes. Se realizaron
dos experimentos independientes y se representd el promedio resultante de
ambos ensayos (Fig. 11B). Una vez que se establecio que los 10 LA favorecian
la proliferacion en las células SKOV-3, se seleccionaron cuatro LAs que
presentaron un porcentaje de aumento de la proliferacion dentro de la media.
Posteriormente, se analizdé el efecto de estos 4 LA sobre la morfologia y
fucosilacion de las células SKOV-3. Los resultados mostraron que la incubacion
con los diferentes LA gener6 cambios morfolégicos similares, es decir: contenido
citoplasmatico alargado con contactos célula-célula a través de sus extensas
prolongaciones de membrana y la formacién de protuberancias, similares a
invadopodios, lamelipodios y filopodios (Fig. 16 A, B). Cambios que no se
observaron en la condicion de medio. Al evaluar el nivel de fucosilacion, los
resultados mostraron que las cuatro LA indujeron un aumento en el nivel de
fucosilacion, en comparacion con el encontrado en el medio control (Fig. 16B).
Se establecié que las cuatro LA producian cambios similares tanto en la
morfologia como en el nivel de fucosilacién en las células SKOV-3. Por lo tanto,
se decidio elegir un solo LA para continuar con los siguientes experimentos, este
LA seleccionado se indica en el grafico de proliferacion con un recuadro negro
(Fig. 15B)
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Figura 15. Analisis de proliferacién en células SKOV-3 incubadas individualmente
con LA de 10 pacientes diferentes con COE. A) Imagen representativa del
desplazamiento de células SKOV-3 que incorporaron EdU con LA y sin LA. B) Gréfico
del porcentaje de incorporacién de EdU de dos experimentos independientes. Los puntos
representan los promedios de los porcentajes de proliferacion inducidos por las
condiciones utilizadas. El cuadro negro representa el LA utilizado para experimentos
posteriores. Para determinar la significancia estadistica de la incorporacion de EdU, se

realiz6 un analisis t-Student de dos experimentos independientes.
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Figura 16. Efecto de 4 LA sobre lamorfologiay lafucosilaciéon de las células SKOV-
3. (A) Imagenes representativas de la morfologia celular analizadas por microscopia
Optica. Las cabezas de flecha sefialan las prolongaciones membranales generadas en
las células SKOV-3 por la exposicion a los 4 LAs. (B) Analisis de fucosilacion de las
células incubadas en medio o en los cuatro LAs mediante microscopia confocal, donde
los nacleos se marcaron con DAPI y las proteinas fucosiladas se marcaron con la lectina
Aleuria aurantia unida a biotina, visualizadas con estreptavidina-FITC. (Objetivo 10X).
(Bar 20 pm).
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Antecedentes previos mencionan una relacion entre el nivel de expresion de la
proteina Fut 4 con procesos funcionales que favorecen la progresién tumoral en
diferentes tipos de cancer Alvear et al., 2016. Para establecer la relevancia de la
sobreexpresion de la proteina Fut 4 en las células SKOV-3 de COE, se realizo
un ensayo de interferencia empleando siRNAs comerciales para evaluar la
ausencia de la proteina Fut 4 en procesos funcionales. Para ello, se utilizo el
siRNA a 60 pmolar y para verificar el knock-down de Fut 4 se realizaron ensayos
de WB (Fig 17A) y densitometria (Fig. 17B), utilizando como control de carga el
reconocimiento de GAPDH. Los resultados obtenidos mediante densitometria
mostraron una clara diferencia en la disminucién de la expresién de Fut 4 en la
condicion de silenciamiento con el siRNA en células con LA (LA/siRNA Fut 4),
comparado con LA y con el siRNA control con LA (LA/siRNA CTL) (p<0.001).
(Fig. 17B).

52



5000_ *kk *kk

4000

3000

2000

1000

UNIDADES RELATIVAS

I 1

& ¥ < > &
S & Ny
£

F

Y%

Figura 17. Analisis por WB del silenciamiento de la proteina Fut 4 mediante siRNA
en células SKOV-3 bajos diferentes estimulos. A) Extractos proteicos de células
SKOV-3 bajo la condicion de medio (control negativo), LA (control positivo) LA/SIRNA
Fut 4 (condicién problema) con 60 pmol del siRNA interferente dirigido a Fut 4 y
LA/siRNA CTL (condicion control de siRNA), se sometieron a ensayos de WB,
empelando a GAPDH como control interno de carga. B) Densitometria del WB

representada en unidades relativas.
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Una vez establecida la concentracion con la cual se logré reducir
significativamente la expresion de la proteina Fut 4, nuevamente se realizaron
ensayos de proliferacion mediante citometria de flujo, pero esta vez, empelando
las cuatro condiciones previamente establecidas; Medio (control negativo), LA
(control positivo) LA/SIRNA Fut 4 (condiciébn problema) y LA/SIRNA CTL
(condicién control de siRNA). Los resultados demostraron que existe una mayor
incorporacion de EDU+ estadisticamente significativa en las células SKOV-3 que
fueron incubada con LA en comparacion con la condicion control (p<0.0001) (Fig.
18A). Sin embargo, no se encontraron diferencias con significancia estadistica en
la proliferacion al inhibir la proteina Fut 4 (Fig. 18A), lo que sugiere que la proteina
Fut 4 no es indispensable para llevar acabo procesos de proliferacién en células
SKOV-3. Al analizar el ciclo celular de SKOV-3, observamos que las células
incubadas en medio mostraron un mayor porcentaje de células en la fase G (GO-
G1) (Fig. 18B). En contraste, la mayoria de las células incubadas en el LA se
mantenian en la fase de sintesis (S) (Fig. 18C), lo cual concuerda con el
porcentaje de células que se encontraban incorporando EDU+ (Fig. 18A),
Ninguna de las cuatro condiciones analizadas mostré diferencias durante la fase
G2-M (Fig. 18D).
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Figura 18. Analisis por citometria de flujo de la proliferacién y del ciclo celular de
SKOV-3 bajo diferentes estimulos. A) Porcentaje de la incorporaciéon de EDU+
(proliferacion). B) Porcentaje de células en fase GO-G1. C) Porcentaje de células en fase

de sintesis. D) Porcentaje de células en fase G2-M.
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Posteriormente, se realizO un ensayo para conocer la relevancia de la
disminucion de la proteina Fut 4 sobre la migracion celular. Los resultados
demostraron que el bloqueo de la proteina Fut 4 disminuye la movilidad celular y
por lo tanto el proceso de migracion de SKOV-3, lo que terminé dificultando el
cierre de la herida sobre la monocapa (Fig. 19A). A las 4 h posterior a la herida,
disminucién de la proteina Fut 4 parece favorecer el cierre de la misma (p<.05).
Sin embargo, transcurridas las 6 h la migracion de las células hacia el centro de
la herida, en las condiciones donde no se inhibié a la proteina Fut 4, fue muy
evidente mostrando cambios significativos (LA (p<001), LA/SIRNA Fut4 (p<001))
tanto que al cumplir las 8 horas ya mostraban una diferencia mas evidente (LA
(p<0001), LA/siRNA Fut4 (p<0001)) comparada con la condicion de medio y
knockdown de Fut 4 (LA/siRNA Fut4). A las 10 h, las condiciones que mantenian
la sobre expresion de Fut 4 (LAy LA/SiRNA CTL), cerraron por completo la herida,
sin embargo, la condicién de knockdown de la proteina Fut 4 mantuvo el tamafio
de herida casi al 50% de la herida inicial (Fig 19B). Nuestros resultados sugieren
gue la sobreexpresién de la proteina Fut 4 es necesaria para llevar acabo

procesos de migracién en las células SKOV-3 incubadas con LA.
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Figura 19. Ensayo de heriday cierre de células SKOV-3 incubadas bajo diferentes
condiciones. A) Imagenes representativas de tres experimentos independientes bajo
los estimulos de medio (control negativo), LA (control positivo) LA/siRNA Fut 4 (condicién
problema) y LA/siRNA CTL (condicién control de siRNA) durante 0, 2, 4, 6, 8, y 10 h. B)
Gréfica en porcentaje del tamafio de la herida (inicio 100%) y el cierre en tres
experimentos independientes. (T=6 h ** LA vs Medio; T=8 h **LA vs Medio ***LA vs
LA/siFUT4; T=10 h LA vs LA/siFUT4).
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MMP-9 es un miembro de la familia de metaloproteinasas de matriz implicada en
la invasion y la metastasis tumoral. A través de la degradacion de la matriz
extracelular, acelera la infiltracion de células cancerosas en los tejidos
circundantes. Se ha reportado que MMP-9 desempefia un papel importante en la
aparicion y el desarrollo del COE y se encuentra estrechamente relacionada con
el prondstico (Li et al., 2021). Como experimento previo a los ensayos de
invasion, se realizé un analisis mediante IFI para evaluar la expresion de la
proteina MM-9 en células SKOV-3 bajo el efecto de dos LA y en la condicion de
medio. Los resultados mostraron que los componentes de ambos LA, indujeron
un incremento en los niveles proteicos de la MM-9, la cual practicamente estaba
ausente en la condicion de células SKOV-3 en medio. La presencia de esta
proteina podria favorecer la degradacion de la membrana de matrigel en el

Transwell, dato fundamental para realizar procesos de invasion (Fig. 20).

Para concluir con los ensayos funcionales, se evalu6 la capacidad de invasion de
las células SKOV-3 en ausencia o presencia de la proteina Fut 4. Empleando
nuevamente las cuatro condiciones previamente descritas, las células se
sembraron en matrigel sobre una camara Transwell y su capacidad invasiva se
analizé 24 h después del estimulo con medio o LA. Los resultados sugieren
fuertemente que la presencia de la proteina Fut 4 no solo les confiere a las células
SKOV-3 una alta capacidad invasiva, sino que también favorece la capacidad de
adhesion a la parte inferior del Transwell (Fig. 21A), posterior a la degradacion
del matrigel. La diferencia entre las células que expresaban la proteina Fut 4
lograron degradar la membrana de matrigel con diferencias estadisticamente
significativas (LA (p<0.01) y LA/siRNA CTL (p<0.01)) vs las células silenciadas
para Fut4 (Fig. 21B). En la condicién del siRNA de la proteina Fut 4, las células
presentaban ciertos problemas para atravesar la membrana, un evento parecido
al observado en la condicion de medio, sin embargo, las condiciones que
expresaban a la proteina Fut 4 (LA .01) y LA/siRNA CTL) presentaron un mayor

namero de células que atravesaron la membrana de matrigel (p<0.01).. P, por lo
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cual concluimos que la expresion de proteina Fut 4 es necesaria para llevar acabo
procesos de invasion y adhesion de las células SKOV-3 expuestas a LA (Fig. 21).

Medio

LA 1

LA 2

Figura 20. Deteccidon de la metaloproteasa 9 (MM-9) en células SKOV-3 incubadas

en medio y en dos LA diferentes. Imagenes representativas de tres experimentos

independientes bajo los estimulos de medio y LA.
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Figura 21. Ensayos de invasion de células SKOV-3 incubadas bajo diferentes
condiciones. A) Imagenes representativas de tres experimentos independientes bajo
los estimulos de medio (control negativo), LA (control positivo) LA/SiRNA Fut 4 (condicion
problema) y LA/siRNA CTL (condicion control de siRNA) durante 24 h. B) Gréfica del
conteo celular representado en unidades relativas.
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La expresion de la proteina Fut 4 se encuentra incrementada en

muestras de pacientes con COE

Con la finalidad de conocer cuales eran los niveles de expresion de la proteina
Fut 4 en muestras de pacientes con COE, se realiz6 un analisis mediante IFl en
células recuperadas de un LA proveniente de una paciente (PC) con COE en
estadio clinico IV (cultivos primarios). Como punto de comparacion se emplearon
células SKOV-3 incubadas en medio McCoy y como control negativo se
emplearon células de pacientes sin anticuerpo primario (Fig. 22A). Los resultados
mostraron un claro nivel de expresion de la proteina Fut 4 en las células aisladas
de un LA (Fig.22B). Este evento fue mas marcado en células que tenian
caracteristicas morfolégicas similares a las descritas en el proceso de TEM (Fig.
22C), proceso que se encuentra altamente relacionado con progresién tumoral.
Las células aisladas de LA tenian extensas prolongaciones de membrana,
estructuras descritas como filopodios e invadipodios, e incluso, la proteina Fut 4
se logro ver en pequeiias vesiculas dentro del citoplasma celular (Fig.22C). Con
base en resultados previos encontrados durante la maestria, se esperaba
encontrar la expresion de la proteina Fut 4 en células inmersas en el LA, ya que
se habia establecido una relacién positiva directamente proporcional entre el
nivel de expresion de la proteina Fut 4 con la etapa clinica de las pacientes en
muestras de tejido de pacientes con COE. Por lo cual sugerimos que la proteina
Fut 4 podria estar ejerciendo un papel importante en procesos funcionales in vivo

(migracion e invasion), tal como lo establecimos en experimentos in vitro.
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Figura 22. Expresién de la proteina Fut 4 en células recuperadas de LA de una
paciente (PC) con COE. A) Células recuperadas de LA sin anticuerpo primario (control
negativo). B) Células SKOV-3 incubadas en medio de cultivo convencional. C) Cultivos
primarios de células recuperadas de LA. Imagenes representativas obtenidas mediante

microscopia confocal a 40X. Nucleos-DAPI y Fut 4-TRITC. Barra de escala = 20 um.
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Uno de los mayores retos de la medicina actual es intentar predecir el riesgo de
sufrir un evento patolégico en una persona sana. Sin embargo, aln no se cuenta
con las herramientas o parametros con dicha capacidad para el COE. La
glicosilacion alterada en el cancer se ha convertido en un objetivo prometedor
para la busqueda de biomarcadores o terapias. Entre los requisitos para poder
sugerir a una molécula como biomarcador biol6gico, es justamente que su
deteccidn no requiera una técnica invasiva y que preferentemente sea detectado

en sangre (Rangel M et a., 2018).

Previamente, en COE se estableci6 una correccidn positiva directamente
proporcional entre el nivel de expresion de la proteina Fut 4 y la etapa clinica de
las pacientes, es decir, entre mas avanzada sea la etapa clinica mayor seré el

nivel de expresion de la proteina Fut 4 (Alvear et al., 2016).

Para analizar si la proteina Fut 4 se encontraba en muestras pareadas de suero
(S) y liquido ascitico (LA) de pacientes (PC) con COE y conocer sus hiveles de

expresion, se realizoé un analisis mediante WB.

En la figura 23, se muestra un panel representativo de las 13 muestras de S asi
como de LA pareadas empleadas en el experimento. Los resultados muestran un
patrén proteico similar en la mayoria de las muestras entre el S y el LA de la
misma paciente; sin embargo, en algunos casos se encontraron diferencias entre
el bandeo proteico a pesar de tratarse de muestras de la misma paciente (Fig.
23).

Los resultados del WB sugieren fuertemente que la proteina Fut 4 esta jugando
un papel relevante en procesos relacionados con la progresién del COE, esto
debido a que su expresidn se encuentra incrementada solo en muestras de
pacientes con COE y no asi en muestras de suero de mujeres sin diagnostico de
COE (SS) (Fig. 24 A y B). El hecho de encontrar niveles de expresiéon de la
proteina Fut 4 similares tanto en suero como en el LA, facilita la obtencion del

material biologico para la deteccion de dicha proteina mediante un método menos
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invasivo, comparado con el método empleado para la obtencién del LA, el cual

se recolecta mediante una paracentesis.

Al realizar el andlisis de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de
progresion (SLP) por el método de Kaplan Meier de los diferentes grupos de
expresion de la proteina Fut 4 (baja, alta), obtenidos mediante ensayos de
western blot, reportamos que no existe una relacion entre la sobreexpresion de
la proteina y la mediana de supervivencia de las pacientes. Se encontré que la
mediana de la SG fue de 30.52 (2.54 afos), con un intervalo de confianza del
95% tanto en suero (Tablas 4 y 5) como en LA (Tablas 8 y 9), donde se
suscitaron 8 decesos y 5 casos censurados (no presentaron el evento de muerte),
y una mediana para la SLP de 8.3 meses, con un intervalo de confianza del 95%
tanto en suero (Tablas 6 y 7) como en LA (Tablas 10 y 11), donde 8 pacientes
presentaron recurrencia de la enfermedad y 5 casos censurados (no presentaron

el evento de progresion).

Sugerimos que, con un estudio, donde se incremente la N, muy probablemente
se logren establecer asociaciones con diferencia estadistica significativa entre el
nivel de Fut 4 y la mediana de SG y SLP de las pacientes con COE.

La proteina Fut 4 cumple con algunos requisitos establecidos para postularla
como un biomarcador molecular. Ademas, en antecedentes previos se establecid
una correlacion positiva directamente proporcional entre el nivel de expresion de
la proteina Fut 4 y la etapa clinica de las pacientes en cortes de tejido tumoral de
COE, es decir entre mayor sea la etapa clinica de las pacientes mayor seré el
nivel de expresion de la proteina Fut 4. Por lo cual la proteina Fut 4 puede ser
analizada en muestras de suero y su expresion mostré especificidad entre

pacientes con COE y pacientes sin diagnéstico de COE.
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Figura 23. Perfil proteico de muestras pareadas de liquido ascitico (L) y suero (S)
de pacientes (PC) con COE. Imagenes representativas de muestras de pacientes con

COE corridas en un SDS-PAGE 10% con 40 pg de proteina por carril. Tincién con azul

de Coomasie.
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Figura 24. Andlisis del patron de expresion de la proteina Fut 4 en muestras de
suero y LA de pacientes (PC) con COE. A) WB de 13 muestras de suero (S) y liquido
ascitico (LA) pareadas de pacientes con COE y 6 sueros sin diagnostico de cancer (SS).

B) Analisis densitométrico del WB representado en unidades relativas.
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Figura 25. Curvas de supervivencia global (SG) y supervivencia libre de progresion
(SLP) en pacientes con COE. A y C) Graficas de supervivencia global en suero y LA.
B y D) Graficas de supervivencia libre de progresién en suero y LA. Ambas condiciones
fueron asociadas a la expresion de la proteina Fut 4. Los grupos se definieron en

expresion baja y alta de acuerdo a los valores de la mediana obtenidos de Fut 4.
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Tabla 4. Analisis de correlacion entre la SG y los niveles de
expresion de Fut 4 en muestras de suero

Mediana
Intervalo de confianza de 95
Y%
Error Limite Limite

Mediana Suero | Estimacién estandar inferior superior
Baja (7pts) 30.522 24.433 .000 78.411
Alta (6 pts) 27.368
Global 30.522 26.456 .000 82.375

a. La estimacion estalimitada al tiempo de supervivencia mas

largo, siesta censurado_suero.
b. Censurado: Pacientes que no presentan el evento analizado

Tabla 5. Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) 684 1 .408
Breslow (Generalized
443 1 .506
Wilcoxon)

a. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para
los distintos niveles de Mediana_ suero
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Tabla 6. Analisis de correlacion entre la SLP y los niveles
de expresion de Fut 4 en muestras de suero

Mediana
Intervalo de confianza de 95
%
Error Limite Limite

Mediana_Suero || Estimacion estandar inferior superior
Baja (7 pts) 14.226 7.702 .000 29.322
Alta (6 pts) 2103 3.078 .000 8.136
Global 8.312 5.130 .000 18.366

a. La estimacion esta limitada al tiempo de supervivencia mas

largo, si esta censurado_suero.
b. Censurado: Pacientes que no presentan el evento analizado

Tabla 7. Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) .056 1 813
Breslow (Generalized
023 1 .880
Wilcoxon)

a. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para
los distintos niveles de Mediana_ suero
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Tabla 8. Analisis de correlacion entre la SG y los niveles de
expresion de Fut 4 en muestras de LA

Mediana
Intervalo de confianza de
95 %
Error Limite Limite
Mediana LA Estimacion| estandar inferior superior
Baja (7 pts) 30.522 24.433 .000 78.411
Alta (6 pts) 27.368 : :
Global 30.522 26.456 .000 82.375

a. La estimacion esta limitada al tiempo de supervivencia mas
largo, siesta censurado_LA.
b. Censurado: Pacientes que no presentan el evento analizado

Tabla 9. Comparaciones globales _

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) .684 1 408
Breslow (Generalized
443 1 .506
Wilcoxon)

a. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para
los distintos niveles de Mediana_ LA
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Tabla 10. Analisis de correlacion entre la SLP y los niveles

de expresion de Fut 4 en muestras de LA

Mediana

Intervalo de confianza de

95 %
Error Limite Limite
Mediana_ LA Estimacién| estandar inferior superior
Baja (7 pts) 14.226 7.702 .000 29.322
Alta (6 pts) 2.103 3.078 .000 8.136
Global 8.312 5.130 .000 18.366

a. La estimacién esta limitada al tiempo de supervivencia mas
largo, si esta censurado_LA.
b. Censurado: Pacientes que no presentan el evento analizado

Tabla 11. Comparaciones globales

Chi-cuadrado gl Sig.
Log Rank (Mantel-Cox) .056 1 813
Breslow (Generalized
_ 023 1 .880
Wilcoxon)

a. Prueba de igualdad de distribuciones de supervivencia para
los distintos niveles de Mediana_ LA
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10 DISCUSION

Actualmente no se cuenta con una prueba diagnostica capaz de detectar a la
enfermedad del COE en etapas tempranas, por ello los diferentes grupos de
investigacion se han dado a la tarea de realizar una busqueda en diferentes tipos
de fluidos de pacientes o0 en experimentos in vitro, de proteinas capaces de
generar una diferencia en el nivel de su expresion comparando condiciones
cancerigenas con condiciones libres de cancer.

El siguiente trabajo se enfocé en el estudio de la proteina Fut 4 dentro del nicleo
de células SKOV-3 y su posible participacion en mecanismos relacionados con
la progresion del COE

Dentro de los resultados obtenidos, vale la pena resaltar la localizacion inusual
de la Fut 4 al interior del nucleo, lo que permite sugerir que la sobreexpresion de
la proteina Fut 4 en el nicleo de las células estimuladas con LA podria participar
en otras funciones, aparte de su funcién enzimatica. Esto si se llegara a
comprobar la presencia de un transportador de GDP-Fucosa anclado a la
membrana nuclear, transportador sumamente importante para llevar acabo
procesos de fucosilacion. Estos resultados, son el primer reporte en sefialar una
localizacion nuclear de una fucosiltransferasa. El hecho de identificar mediante
espectrometria de masas a la proteina Fut 4 unida a proteinas como las histonas
H2B y H4 en los ensayos de inmunoprecipitacién, sugiere una posible regulacién
directa o indirecta entre una proteina y otra; sin embargo, se necesitan mas
experimentos para confirmar dichas asociaciones. Las proteinas que se unen al
ADN y a las histonas influyen en la dindmica y las funciones de la cromatina y
han surgido como actores clave en la remodelacion de la misma, regulando dos
procesos opuestos como la activacion y la represion transcripcional (Sadakierka
et al.,, 2014; Yang et al., 2018), por ejemplo, la O- GIcNAcilacion en la histona
H2B Ser-112 por OGT estimula la ubiquitinacién de H2B Lys-120, que activa ain

mas la transcripcion de genes como la proteina del dedo anular 20 (Fujiki et al.,
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2011; Nakamura et al., 2011). Asi mismo, la metilacién del aminoacido (aa) K5,
residuo de la proteina H2B, se ha identificado recientemente y se especula que
juega un papel en el proceso neoplasico (Van Aller et al., 2012). En el caso del
receptor de factor de crecimiento epidermal nuclear (hEGFR) regula a la alza, la
acetilacion de H4-K5 y esto contribuye a la regulacion epigenética de la
transcripcion (Chou R et al., 2014).

También es importante mencionar que la proteina Fut 4 interacciona con la
proteina vimentina, la cual se encuentra altamente asociada a procesos de TEM.
En los experimentos realizados in vitro y cultivos primarios de células de
pacientes con COE, se observé una asociacion entre el nivel de expresion de la
proteina Fut 4 con células que presentaban caracteristicas morfologicas
mesénquimas. Reportes previos establecieron una asociacion estrecha entre la
sobre expresion inducida de la proteina Fut 4 con la regulacion de la TEM. Estos
reportes podrian postulan a la proteina Fut 4 como un nuevo regulador de TEM
en COE como se sugirié para el cancer de mama (Yang X et al., 2013; Yang XS
et al., 2012). Las proteinas son las unidades fundamentales en la regulaciéon de
las funciones celulares, y la ubiquitinacion es la segunda modificacién
postraduccional (PTM) mas comun para las proteinas, solo detras de la
fosforilacién. Otra proteina unida a Fut 4 identificada abundantemente en el
ndcleo de células SKOV-3 incubadas en LA fue la proteina Ubiquitina-60S
ribosomal proteina L40 (Fragmento), la ubiquitinacion aberrante también puede
conducir al desarrollo y progresion de la enfermedad, especialmente al cancer
(Lu et al., 2020). Aun cuando no se conoce con exactitud el mecanismo de
regulacion entre Fut 4 y las proteinas con las que interactda en el ndcleo, estos
resultados indican que Fut 4 podria ejercer una funcion relevante en la regulacion

de algunos genes.

El hecho de encontrar que los componentes del LA generaban un incremento en
la proliferacion de células SKOV-3, nos condujo a suponer que el silenciamiento

de la proteina Fut 4 podria tener un impacto en la disminucion de la proliferacion,
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esto debido a que existian reportes en células A431, que al incrementar la
expresion de la proteina Fut 4, incrementaba el porcentaje de proliferacion (Yang
X et al., 2007). Sin embargo, nuestros resultados indicaron que la inhibicion de la
proteina Fut 4 no ejerce ningun efecto en la regulacion del proceso de
proliferacion. Por lo anterior, sugerimos que la presencia de la proteina Fut 4 en
las células SKOV-3, pudiera ejercer mayor efecto sobre otros procesos
bioldgicos. Tal es el caso de los ensayos de migracion, donde la ausencia de la
proteina Fut 4 si impacto en el retraso de la migracion celular de SKOV-3, lo cual
concuerda con lo reportado por Escrevente C et al., en el 2006 quien reporto altos
niveles de proteinas fucosiladas y una alta concentracion del antigeno de Lewis
X, el cual solo es sintetizado por la proteina Fut 4, alrededor de células de ovario
altamente migrantes. Por lo cual sugerimos que la proteina Fut 4 realiza la
glicosilacion de proteinas o antigenos sumamente importantes relacionados con
la migracion celular. Asi mismo, observamos que al inhibir la expresion de la
proteina Fut 4, la capacidad invasiva de las células SKOV-3 también se vio
disminuida, comparada con la condicién donde la expresion de la proteina Fut 4
se encuentra presente y sobre expresada por efecto del LA. Previamente, en
células de cancer de mama se habia reportado una mayor secrecion de
metaloproteasas asociado con un cambio fenotipico de TEM (Yang X et al.,
2013). En este trabajo reportamos que el LA genera una mayor expresion de la
MM-9 y una mayor capacidad de invasion y de adhesion en las células que
expresaban a la proteina Fut 4, y actualmente se trabaja en dilucidar la via de
sefalizacion por la cual se llevan a cabo estos procesos bajo el estimulo del LA
en las células SKOV-3.

El hecho de encontrar que la sobre expresién de la proteina Fut 4 favorece
procesos funcionales como son la migracion y la invasion, mismos que se ven
abatidos cuando se silencia la proteina Fut 4, permite sugerir que la proteina Fut
4 se encuentra participando en procesos altamente relacionados con progresion
tumoral. Esta sugerencia cobra mayor peso cuando se encontraron células de

pacientes de cultivos primarios que sobre expresaban a la proteina Fut 4. Dichas

74



células presentaban caracteristicas fenotipicas similares a las que presentan
células de la TEM, evento altamente relacionado con una mayor agresion
tumoral. Estos datos concuerdan con lo reportado por nuestro equipo de trabajo
(Alvear Hernandez et al., 2016) donde, mediante el analisis en cortes de tejido
transformado, se logré establecer una correlacion de Spearman positiva
directamente proporcional, que establecia que entre mas avanzada era la etapa

clinica en pacientes con COE, mayor era la expresion de la proteina Fut 4.

Xiaomei Y et al., 2015, sugirieron a la proteina Fut 4 como un posible biomarcador
para la deteccion del cancer de mama. En nuestro caso sugerimos también a la
proteina Fut 4 como un posible biomarcador de prondstico o predictivo en el CEO.
Esto debido a que el nivel de expresion de la proteina Fut 4 en suero mostré
concentraciones similares a las encontradas en la secrecién de LA de pacientes
con COE y fue significativamente mayor comparado con los niveles encontrados
en sueros de individuos sin diagnostico de cancer. Pese a no haber encontrado
una diferencia significativa en relacién con la expresion de Fut 4 y la mediana de
la SG y SLP de las pacientes, la tendencia encontrada en el comportamiento de
expresion Fut 4 nos indica fuertemente que esta ejerciendo un papel relevante
en la regulacion de mecanismos relacionados con la progresion, por lo cual
sugerimos que de incrementar la N podriamos observar una diferencia en las

asociaciones trabajadas.

Con esto demostrdbamos que la proteina Fut 4 se puede sondear de un fluido
(suero), que se puede obtener a través de un procedimiento no invasivo y que su
presencia es diferencial entre salud y enfermedad, caracteristicas requerida para
postular a una molécula como candidata a ser un biomarcador (Rangel M et a.,
2018).

Otro de los requisitos sugeridos para postular una molécula como biomarcador

es justamente que sea estable tanto in vitro como in vivo (Rangel M et a., 2018),
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requisito que también se cumplié al demostrar que la sobreexpresion de la
proteina Fut 4 se mantuvo en todos los experimentos realizados donde se
emplearon muestras de pacientes como células in vitro (SKOV-3 y cultivos

primarios, suero y LA, todo derivado de pacientes con COE.

LA es un fluido que tiene un alto impacto sobre la proliferacién celular, la
secrecion de metaloproteasas, la regulacion de la fucosilacién y sobre todo la
regulacion de la proteina Fut 4 en células SKOV-3. Por otra parte, también
sugerimos que la sobreexpresion de la proteina Fut 4 en muestras de pacientes
con COE juega un papel relevante en la progresion de la enfermedad, ya que
regula mecanismos esenciales para la tumorogénesis tales como la migracion y

la invasion.

Nosotros concluimos que la proteina Fut podria ser un potencial biomarcador de
diagnostico o prevalencia de esta enfermedad. Finalmente, en nuestro modelo
experimental, la peculiar localizacion nuclear de la proteina Fut 4, tendra que ser
analizada a profundidad, con la finalidad de comprender el papel de esta enzima
en la regulacion de los diversos procesos bioldgicos durante el proceso de

formacion de tumores durante el cancer de ovario epitelial.
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11 PERSPECTIVAS

e Incrementar el nimero de muestras de pacientes para validar la relevancia de
Fut 4 como biomarcador en el COE vy relacionar los niveles encontrados de la
proteina con el historial clinico de las pacientes.

e Realizar ensayos de inmunohistoquimica en biopsias de pacientes con COE para
corroborar su localizacion y analizar su nivel de expresion.

¢ Dilucidar el mecanismo que favorece la sobreexpresion de la proteina Fut 4 en el
nucleo de células SKOV-3.

e Confirmar las interacciones de la proteina Fut 4 con proteinas nucleares de
acuerdo con los resultados obtenidos mediante espectrometria de masas y

conocer las vias de sefializacion involucradas.
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