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RESUMEN

El cancer de ovario es la principal causa de muerte en mujeres con cancer
ginecoldgico y ocupa el quinto lugar como causa de muerte mas comun en mujeres
(PDQ, 2002). La mayoria de los casos se diagnostican en etapas avanzadas, lo que
reduce significativamente la esperanza de vida (Arora et al., 2023). La falta de
herramientas de diagndstico y prevencion contribuye a esta disminucion en la

esperanza de vida (Rein et al., 2011).

En la actualidad, existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos métodos de
diagnéstico que permitan detectar la enfermedad en etapas tempranas. Las
investigaciones actuales se centran en la identificacion de biomarcadores que sean
Gtiles para el diagnéstico, prondstico y prediccion del cancer de ovario (Programa

de cancer de Ovario del INCan, 2022).

La fucosiltransferasa 4 es una enzima asociada especificamente a tumores, ya que
se ha encontrado que estd sobreexpresada en varios tipos de cancer,
especialmente en distintos histotipos de cancer de ovario epitelial. Esta
sobreexpresion se ha observado estimula la proliferacion celular y la progresion de

los tumores (Keeley et al., 2019).

En consecuencia, los investigadores han dirigido sus esfuerzos hacia la busqueda
de nuevos modelos para el estudio de esta enfermedad y la identificacion de estos
biomarcadores. Uno de estos modelos es la linea celular de ratén singénico ID8-
Defb29 Vegf-Luc, que ofrece ventajas, como la capacidad de realizar seguimiento

in vivo del desarrollo del tumor mediante técnicas de imagenologia.



ABSTRACT

Ovarian cancer is the leading cause of death in women with gynecologic cancer and
ranks fifth as the most common cause of death in women (PDQ, 2002). Most cases
are diagnosed at advanced stages, significantly reducing life expectancy (Arora et
al., 2023). The lack of diagnostic and preventive tools contributes to this decrease in

life expectancy (Rein et al., 2011).

Currently, there is an urgent need to develop new diagnostic methods that can detect
the disease at early stages. Current research is focused on the identification of
biomarkers that are useful for the diagnosis, prognosis, and prediction of ovarian

cancer (Ovarian Cancer Program of INCan, 2022).

Fucosyltransferase 4 is an enzyme specifically associated with tumors, as it has
been found to be overexpressed in various types of cancer, especially in different
histotypes of epithelial ovarian cancer. This overexpression has been observed to

stimulate cell proliferation and tumor progression (Keeley et al., 2019).

Consequently, researchers have directed their efforts towards the search for new
models for the study of this disease and the identification of these biomarkers. One
of these models is the syngeneic mouse cell line ID8-Defb29 Vegf-Luc, which offers
advantages such as the ability to track tumor development in vivo through imaging

techniques.



INTRODUCCION

Cancer de ovario

El cAncer de ovario (CaOv) es un padecimiento en el cual las células del ovario
generalmente anormales o dafadas se dividen sin control formando tumores los
cuales invaden tejidos cercanos y pueden viajar a otras partes del cuerpo por medio
del liquido ascitico dando lugar a la metastasis la cual contribuye con los indices de
morbilidad y mortalidad de esta enfermedad (Ford et al., 2020). Debido a que el
cancer de ovario no presenta signos y sintomas al inicio de la enfermedad, su
diagnéstico se dificulta, por tanto, la mayoria de las pacientes son diagnosticadas
en etapas tardias lo que disminuye la tasa de supervivencia. Solo alrededor de 20%
de los casos de cancer de ovario son detectados en una etapa (estadio) temprana.
Cuando esta enfermedad se encuentra en sus inicios, aproximadamente el 94% de
las pacientes viviran mas de 5 afios después del diagndstico (American Cancer

Society,2018).
Epidemiologia

A nivel mundial, el cancer de ovario ocupa el quinto lugar entre las causas de
fallecimiento por cancer en mujeres (American Cancer Society, 2022). El riesgo a
nivel mundial de padecer cancer de ovario en algdn momento de la vida es del 1.40-
1.80%, el cual puede variar desde el 0.60% en mujeres sin antecedentes familiares
de la misma enfermedad hasta el 9.4% en mujeres con antecedentes familiares
(Fernandez et al., 2006). En México, el CaOv ocupa el 7° lugar de cancer mas

frecuente entre las mujeres, segun la Agencia Internacional de Investigacion en



Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), asi como el 7° lugar en mortalidad
oncoldgica a nivel mundial (Cancer Topics — IARC, s. f.). De igual manera la tasa de
supervivencia de las pacientes diagnosticadas en las diferentes etapas de la
enfermedad disminuye de acuerdo con el avance de esta como se observa en la

Tabla 1.

Tasa de
supervivencia a
5 anos

I 89%
Il 11%
1l 41%
IV 20%

Tabla 1. Tasa de supervivencia a 5
afios de pacientes diagnosticadas con CaOv. Tomado de American Joint Committee on
Cancer (AJCC) Cancer Staging Manual, 6th Edition.

Etapa del
CaOv

Clasificacion del cancer de ovario

Los ovarios estan compuestos por diferentes tipos de células, entre ellas, las células
germinales, las células estromales y las células epiteliales. El cancer de ovario
puede surgir de cualquiera de estos tipos de células; sin embargo, los carcinomas
de ovario con diferenciacion epitelial constituyen la mayoria de los canceres de
ovario y son responsables de la mayoria de las muertes relacionadas con esta
patologia. Mediante su observacion en el microscopio se han identificado subtipos
de carcinomas de ovario epitelial: carcinoma seroso de alto y bajo grado, carcinoma

endometrioide, carcinoma de células claras, carcinoma seroso de bajo grado y



cancer mucinoso (Figura 1) (Committee on the State of the Science in Ovarian

Cancer Research ., 2016).

Las observaciones clinicas y los estudios genéticos han dividido al CaOv en dos
subtipos principales. Los canceres de tipo | son carcinoma seroso de bajo grado,
carcinoma endometrioide, carcinoma de células claras y cancer mucinoso. Este
grupo tiende a desarrollarse localmente, la metastasis es tardia y muestra menos
sintomas. Los canceres de tipo Il se componen de carcinoma seroso de alto grado,
carcinoma sarcomatoide y carcinoma indiferenciado. Estas neoplasias son
malignas, altamente agresivas y generalmente se diagnostican en una etapa

avanzada (Terada et al., 2016).

Epitelial Células germinales Estroma de los cordones sexuales

0,
90% casos 3% casos 2% casos

Carcinoma seroso de alto grado
Carcinoma endometroide
Carcinoma de célulasclaras
Carcinoma seroso de bajo grado
Carcinoma mucinoso

Figura 1. Clasificacion del CaOv. Tipos de cancer de acuerdo de las células donde se
origina. Tomado de Martin et al., 2013.



La clasificacion del CaOv comunmente se basa en el sistema FIGO, el cual utiliza
la extension, la propagacion a los ganglios linfaticos y la metastasis como factores
determinantes del estadio del CaOv (Figura 2). De acuerdo con el sistema FIGO,
los estadios del CaOv van desde el estadio 1 al 4, y cuanto menor es el niumero,
menor es la propagacion del cancer, mientras que un nimero mas alto indica una
mayor propagacion de la enfermedad. Cada factor nos brinda méas detalles para una
correcta estadificacion, como se puede observar en la figura 3 (American Cancer

Society, 2018).
Etapa 1 Etapa 2

OV

Cancer encontrado en uno o Céncer diseminado a otros
ambos ovarios érganos enla pelvis
Etapa 3 Etapa 4
T
_Cancer diseminado alabdomen Céncer diseminado a 6rganos mads lejanos
(peritoneo) ya nédulos linfiticos cercanos como pulmones o higado

Figura 2. Etapas del CaOv. Escala FIGO para la determinacion de la etapa de avance del
CaOv. Etapa 1: Cancer localizado en uno o ambos ovarios. Etapa2: Cancer diseminado a
otros 6rganos en la pelvis. Etapa 3: Cancer diseminado al abdomen y a nddulos linfaticos
cercanos. Etapa 4: Cancer diseminado a 6rganos mas lejano como pulmones o higado.



Diagnastico

El diagnéstico del CaOv es dificil debido a que los sintomas son comunes e
inespecificos, lo que podria llevar a confusiones con otras enfermedades (Stewart
et al., 2019). Por lo general, las pacientes con CaOv no diagnosticado acuden a una
evaluacion clinica con sintomas como ascitis, cambios en los habitos de miccion o
pérdida de peso. El diagndstico generalmente se realiza después de realizar de
imagen como ultrasonido o tomografia computarizada que pueden mostrar masas

intraabdominales, ascitis o carcinomatosis (American Cancer Society, 2020).

Se han realizado muchos esfuerzos para diagnosticar la enfermedad en una etapa
temprana a través de la prediccién, prevencion y estudios de control (Menon et al.,
2018). La deteccion temprana del cancer puede reducir significativamente la
mortalidad por esta enfermedad y salvar vidas. Por ello, se ha dedicado un gran
esfuerzo a la exploracion de nuevas tecnologias para detectar signos tempranos de
la enfermedad (Wu & Qu, 2015). Los biomarcadores son herramientas cruciales
capaces de predecir la progresion, la estratificacion del riesgo y el beneficio

terapéutico general para combatir esta enfermedad mortal (Muinao et al., 2018).
Biomarcadores

Los biomarcadores se definen como caracteristicas objetivas y cuantificables de los
procesos bioldgicos. Si bien pueden estar relacionados con la experiencia y la
sensacion de bienestar de un paciente, es importante destacar que existen
caracteristicas bioldgicas medibles que no necesariamente corresponden al estado

clinico del paciente, o cuyas variaciones son indetectables y no tienen efecto en la



salud (Strimbu & Tavel, 2010). En el caso de los biomarcadores utilizados para
detectar cancer, éstos abarcan una amplia variedad de moléculas, como acidos
nucleicos, proteinas, azlcares, pequefios metabolitos, parametros citogenéticos y
citocinéticos, asi como la presencia de células tumorales en los fluidos corporales

(Wu & Qu, 2015).

Los marcadores tumorales se utilizan con diversos propdsitos en la practica clinica,
como la deteccion de pacientes asintomaticos, la planificacion del tratamiento y el
control de la recurrencia de la enfermedad. Estos marcadores tienen la ventaja de
ser en su mayoria econémicos, no invasivos y tener tiempos de procesamiento
relativamente rapidos, ya que pueden detectarse en plasma, suero, liquido

peritoneal o en orina (Rein et al., 2011).

Segun Urban y Drescher en el 2006, los biomarcadores se pueden clasificar en tres
categorias segun su comportamiento en el desarrollo del cancer de ovario (Figura
3). Estas categorias son: marcadores de riesgo temprano (hasta la formacion del
cancer), marcadores de etapa tardia y marcadores de diagndstico clinico. Cada una
de estas categorias se caracteriza de la siguiente manera: los marcadores de etapa
temprana son capaces de detectar la enfermedad cuando aun se encuentra
localizada; los marcadores de etapa tardia permanecen elevados alrededor del
momento del diagnostico, pero pueden ser indetectables en las etapas iniciales de

la enfermedad.

Es importante tener en cuenta que la deteccion temprana del cancer de ovario es
fundamental para mejorar los resultados del tratamiento y la supervivencia de las
pacientes. Los marcadores de riesgo temprano juegan un papel crucial en la
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identificacion de mujeres con alto riesgo de desarrollar la enfermedad antes de que
aparezcan los sintomas. Estos biomarcadores pueden incluir anomalias genéticas,
cambios en los niveles hormonales u otros indicadores que pueden ser detectados

a través de pruebas de laboratorio.

Por otro lado, los marcadores de etapa tardia son Utiles para confirmar el
diagndstico en pacientes con sintomas o hallazgos clinicos sospechosos de cancer
de ovario. Estos biomarcadores se caracterizan por permanecer elevados en la
etapa en la que se realiza el diagnéstico, lo que ayuda a respaldar la sospecha

clinica y guiar las decisiones terapéuticas. Rein et al., 2011b

Riesgode Inicio y formacion Avanceyetapas Diagnéstico
enfermedad | inicial del céncer . tardias del céncer : clinico

Threshold

Intensidad de la sefial

I

Progresion

Alto
riesgo

Etapa
temprana
Etapa
tardia

Figura 3. Clasificacién de los Biomarcadores para el CaOV. Marcadores de riesgo,
etapa temprana y etapa tardia. Tomado de Rein et al., 2011b.



Finalmente, los marcadores de diagndstico clinico son utilizados para confirmar el
diagndéstico de cancer de ovario en combinacion con otros métodos de evaluacion,
como la imagenologia o la biopsia. Estos biomarcadores pueden ser especificos de
la enfermedad o indicar la presencia de células tumorales en el cuerpo de la

paciente.

En resumen, la clasificacion de los biomarcadores en categorias segun su
comportamiento en el desarrollo del cancer de ovario permite una mejor
comprension de su utilidad en diferentes etapas de la enfermedad. La combinacion
de marcadores de riesgo temprano, marcadores de etapa tardia y marcadores de
diagnéstico clinico puede mejorar la deteccién temprana, el diagnéstico preciso y el

tratamiento oportuno del cancer de ovario.

Durante las ultimas dos décadas, se han realizado intensos esfuerzos para
encontrar nuevos marcadores séricos que permitan el diagnéstico precoz del cancer
de ovario (von Georgi et al.,, 2004). Sin embargo, hasta el momento no se ha
aprobado ninguna prueba de laboratorio por parte de las agencias reguladoras para
el diagnodstico temprano del CaOv, debido a las limitaciones de especificidad y
sensibilidad de los marcadores existentes. Los resultados falsos positivos pueden
llevar a realizar procedimientos y tratamientos quirdrgicos innecesarios. Por lo tanto,
la especificidad de una prueba de deteccion es de suma importancia (Su et al.,

2013).

El descubrimiento de nuevos biomarcadores o paneles de diagnostico para la
deteccion temprana del CaOv representa uno de los mayores desafios en la
medicina moderna. Existe una necesidad urgente de identificar biomarcadores o

10



conjuntos de biomarcadores que sean Utiles para el diagnéstico del CaOv antes de

gue la enfermedad alcance etapas avanzadas.

Fucosilacion

La fucosilacion es uno de los tipos mas importantes de glicosilacion en el cancer.
En 1979, Hakomori y colaboradores presentaron el primer articulo sobre el cancer
y la fucosilacion, donde compararon los niveles de fucosilacion de glicolipidos en
células de hepatoma y hepatocitos normales. Aunque las fucosiltransferasas
involucradas difieren entre glicoproteinas y glicolipidos, su sustrato donante, GDP-
fucosa, es comun. La fucosa (6-desoxi-L-galactosa) es un monosacarido presente
en glicoproteinas y glicolipidos en vertebrados, invertebrados, plantas y bacterias.
La fucosilacion implica la transferencia de un residuo de fucosa a oligosacaridos y
proteinas, y esta regulada por diferentes moléculas, incluidas las
fucosiltransferasas, las enzimas sintetizadoras de guanosina difosfato (GDP)-
fucosa y los transportadores de GDP-fucosa. La mayoria de las glicoproteinas que
experimentan fucosilacién son proteinas secretoras o proteinas de membrana en la

superficie celular (Miyoshi et al., 2012).

La funcién de las fucosiltransferasas es esencial para los procesos biolégicos
normales. En el caso de los tumores, los antigenos fucosilados presentes en la
superficie de las células aumentan su expresion, lo que afecta la regulacion de
genes y/o proteinas mediante modificaciones en la fucosilacion de los receptores
de la superficie celular, y, en consecuencia, afecta las vias de sefalizacion

intracelular aguas abajo (Hao YY et al., 2008; Sakamoto J et al., 1986).

11



En 2016, Villegas Pineda evalué la fucosilacién en cortes de tejido de diferentes
histotipos de pacientes con Cancer de Ovario Epitelial (COE) y encontré que en el
80% de los tumores analizados, los niveles de fucosilacién eran muy elevados en
comparacion con el tejido de ovario sano, lo que sugiere que la fucosilacion podria

ser una herramienta potencial para el diagnéstico.

Fucosiltransferasa 4

La familia de FUTs se compone de cuatro subfamilias: a1,2-, a1,3/4-, a1,6 y la
proteina O-FUT. La subfamilia a1,3/4-FUT consta de al menos ocho miembros:

FUT3, FUT4, FUT5, FUT6, FUT7, FUT9, FUT10y FUT11.

FUT4 es una proteina transmembranal que consta de un dominio corto
citoplasmatico en el extremo amino terminal, un dominio transmembranal y un
dominio globular en el lado luminal del aparato de Golgi (Figura 4) (Breton et al.,
2001). Ademas, se ha observado que esta regulada al alza en diferentes tipos de
cancer, y se ha demostrado que promueve la proliferacion, invasion, crecimiento

tumoral y resistencia a farmacos (Keeley et al., 2019).

La funcion de FUT4 en la regulacion del crecimiento celular se realiza mediante la
modulacion de la progresion del ciclo celular a través de las vias de sefalizacion
MAPK y PI3K/Akt (Mollicone et al., 1994). Sin embargo, aun no se ha documentado
completamente el mecanismo subyacente de la regulacion de FUT4. Se ha
informado que el gen FUT4 esta sujeto a la regulacion de varios factores de

transcripcion, como HSF1 y SP1. Se sabe que HSF1 responde a procesos de

12



choque térmico y otros factores de estrés, que contribuyen a la proliferacion celular

y al desarrollo tumoral (Yang et al., 2014).

La transicion epitelio-mesenquimal (TEM) desempefia un papel crucial en la
progresion del tumor, asi como en la invasién y metastasis del cancer. Se ha
informado recientemente que FUT4 tiene un papel en la TEM mediante la activacion
de los sistemas de sefalizacion PI3K/Akt y NF-kB, que inducen a los mediadores
Snaill y MMP-9. Estos mediadores facilitan la adquisicibon de un fenotipo

mesenquimal (Yang et al., 2013).

Dominio catalitico

Lumen del Golgi

Dominio transmembranal
$RBOLOULBDEOBDBG BLADLEHLEVEDICERO2ED
Citoplasma N/H2 Dominio citoplasmatico

Figura 4. Caracteristicas estructurales de FUT4.
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Fucosiltransferasa 4 en cancer

Las fucosiltransferasas (FUT) desempefian un papel crucial en diversos eventos
fisiopatoldgicos. Su elevada expresion es un indicador de malignidad en las células
y contribuye a una serie de eventos anormales, como la proliferacién celular
descontrolada, la invasion de células tumorales, la angiogénesis, la metastasis, la
evasion inmune y la resistencia a farmacos. La actividad de cada FUT generalmente
es especifica del tejido y depende principalmente de su nivel de expresién (Lv et al.,

2023).

En particular, se ha observado que FUT4 esta regulada al alza en varios tipos de
cancer y promueve la proliferacion, la invasion y el crecimiento tumoral (Shan et al.,
2015). Segun Shan y colaboradores (2015), la pérdida de FUT4 en las células de
melanoma inhibe la proliferacién y el crecimiento tumoral a través de la via de
sefalizacion de EGFR y MAPK. Por otro lado, la sobreexpresion de FUT4 aumenta
la fosforilacion de ERK1/2, MAPK y PI3K/Akt, activando las vias de sefalizacion y
promoviendo su interconexién. La estimulacién de la proliferacion celular inducida
por FUT4 se correlaciona con una mayor progresion del ciclo celular al impulsar las
células hacia la fase S (Yang et al., 2010). Ademas, se ha correlacionado la
sobreexpresion de FUT4 con un peor prondstico en el diagndstico del cancer de

pulmén (Ogawa et al., 1996).

Alvear Hernandez (2022) realizo un analisis de los patrones de expresion de FUT4
en muestras de suero y liquido ascitico de pacientes con diagnostico de cancer de
ovario (CaOv) y encontré una expresion elevada de esta proteina en comparacion

con las muestras de individuos sanos. Ademas, llevoé a cabo un analisis de cortes
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de tejido tumoral en distintas etapas de la enfermedad, incluyendo etapas
tempranas, y encontré una expresion diferencial entre los cortes de tejido sano y los
cortes tumorales. Por lo tanto, sugiere que FUT4 podria funcionar como un posible

biomarcador de etapa temprana de CaOv.

Modelo murino de cancer de ovario

Para estudiar la fisiopatologia y realizar estudios preclinicos de terapias potenciales,
los investigadores han empleado modelos animales de cancer de ovario epitelial
(COE). Los modelos murinos actuales de COE implican la inoculacion de células de
cancer de ovario humano o murino en la cavidad peritoneal, la capsula ovarica, los
espacios subcutaneos o bien alteraciones genéticas que conducen al desarrollo de

cancer de ovario en ratones transgénicos (Wilkinson-Ryan et al., 2019).

El desarrollo y aplicacion de un modelo de metastasis como sistema para estudiar
el COE metastasico permite el uso de ratones singénicos para modelar un proceso
metastasico trazable y clinicamente relevante. Uno de los modelos singénicos
comunmente utilizados corresponde al uso de la linea de células tumorales murinas

ID8 (Wilkinson-Ryan et al., 2018).

La linea celular ID8 deriva de una transformacion espontanea maligna de células de

ovario de ratén C57BL/6 in vitro (Janat-Amsbury et al., 2006).

En 2016, Wu et al. generaron tumores y ascitis utilizando células epiteliales de la
superficie del ovario de raton mediante el modelo de ratén C57BL/6. El seguimiento
del desarrollo del tumor se realizO a través del sistema de imagenologia

bioluminiscente no invasiva (Hung et al., 2007)
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JUSTIFICACION

El cancer de ovario representa la principal causa de muerte en cénceres
ginecologicos a nivel mundial, al igual que en México, debido a un diagndstico
tardio. Por ello la identificacion de biomarcadores presentes en etapas tempranas

de la enfermedad permitira establecer un diagndéstico oportuno.

En particular, evaluar la expresion de la fucosiltransferasa 4 y su correlacion con la
progresién del cancer de ovario en un modelo murino, generara informacion
relevante para implementar el uso de esta molécula como un posible biomarcador

de diagndstico temprano.
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HIPOTESIS

El incremento en la expresion de la proteina fucosiltrasferasa 4 correlaciona con la
progresion de la enfermedad y es detectable en etapas tempranas en un modelo

murino de cancer de ovario.

OBJETIVO GENERAL

Determinar los niveles de expresion de la fucosiltransferasa 4 durante el desarrollo

tumoral en un modelo murino de cancer de ovario.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la localizacion celular de la proteina fucosiltransferasa 4 (Fut4)
en la linea celular ID8-DVLuc en distintas condiciones.

e Evaluar el desarrollo tumoral en el modelo murino C57BL/6 por imagenologia.

e Evaluar los niveles de expresion de FUT4 en células recuperadas de liquido
peritoneal y ascitis en el modelo experimental C57BL/6 utilizando la linea

celular ID8 DVLuc durante la progresion tumoral.
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METODOLOGIA
Analisis bioinformatico

Se busco la secuencia de las proteinas fucosiltransferasa 4 de raton y de humano
en la base de datos NCBI protein y se analizé la homologia que existia entre ellas

para averiguar la similitud y utilidad del modelo murino.

Se realiz6 la busqueda de los dominios citoplasmaticos, transmembranal y luminal
de ambas proteinas con la finalidad de establecer los sitios que reconoce el
anticuerpo comercial utilizado para realizar los ensayos de inmunofluorescencia y

de citometria.

Finalmente se buscaron los sitios de modificacion postraduccional para determinar

el sitio en el que se llevaba a cabo la fucosilacion de esta proteina.
Linea celular ID8-Defb29 Vegf-Luc

La linea celular ID8-Defb29 Vegf (DVLuc), es una linea celular preclinica de cancer
de ovario que se obtuvo a través de la transformaciéon de la linea celular ID8,
mediante la insercion de un péptido antimicrobiano (Defb29) que induce el aumento
en el crecimiento tumoral y la acumulaciéon de LA. Asi como la adicion de VEGF el
cual tiene un papel en el crecimiento tumoral, implicado en la patogenia de los
quistes ovaricos ya que es una molécula implicada en la regulacién de la
proliferacion, migracién celular, asi como en la permeabilidad vascular (Coukos

et al., 2008).
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Por ultimo, esta linea celular fue infectada con un retrovirus que contiene un
plasmido que codifica para luciferasa, la cual permite el monitoreo del crecimiento
del tumor, asi como el seguimiento de los efectos de estrategias terapéuticas para

el control de tumores mediante imagenologia luminiscente.

La linea celular ID8-DVLuc se cultivd a 37 °C en medio DMEM alto en glucosa con
suero fetal bovino al 10% (Corning, 35-010-CV), en una atmosfera de CO:2 al 5%.
Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80% de crecimiento se les aplico
un tratamiento con liquido de ascitis (LA) de raton C57BL6 inoculado con células
ID8 WT en distintos tiempos de desarrollo (15 semanas, 16 semanas y 17
semanas). Como condicién control se emplearon células ID8 (Luc y WT) en medio

convencional.

Los cultivos se mantuvieron con el apoyo del M. en C. Carlos Osorio-Trujillo del

Departamento de Infectémica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV.

Ratones C57BL/6 como modelo experimental in vivo

Cuidado y mantenimiento

En este estudio se utilizaron ratones hembra C57BL/6 con un peso corporal de 25
+ 5 g, sexualmente maduros y con una edad de entre 6-8 semanas de edad, los
cuales se alojaron a una temperatura controlada de 25 + 1 °C, con ciclos alternos
de luz/oscuridad por 12 h. Se alimentaron con dieta estandar para raton de
laboratorio (LabDiet®) y el acceso al agua de bebida fue ad libitum. Se mantuvieron
en la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio

(UPEAL). Los animales se distribuyeron en grupos de acuerdo con el tiempo de
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estudio para cada grupo. El protocolo fue aprobado por el Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Protocolo 0288-19), segun los
lineamientos establecidos por el PICUAL y la NOM-062-ZO0-1999 [Secretaria de

Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, 2001].

Inmunofluorescencia indirecta

Para la identificacion de la proteina Fut 4 se partié de un cultivo de 80,000 células
ID8DVLuc, se colocaron en cajas Petri con cubreobjetos 22 x 22 y se expusieron a
LA de ratones C57BL/6 inoculados con la cepa ID8 WT y a medio de cultivo como
control. Después de 24 h las células en LA o medio de cultivo se fijaron utilizando
Paraformaldehido al 4% durante 1 h a temperatura ambiente. Los cultivos se lavaron
dos veces con PBS 1x y después fueron bloqueados con albumina sérica bovina
(BSA) al 0.5% en PBS durante 1 h a temperatura ambiente (TA). Se lavaron dos
veces con PBS 1x. Los cultivos fueron incubados con el anticuerpo primario FucT-
IV A-10 (Santa cruz, sc-393007) en una dilucion 1:50 durante toda la noche a 4 °C.
Las muestras fueron lavadas dos veces con PBS 1x. Los cultivos fueron incubados
con el anticuerpo secundario a-Anti-mouse 1IgG-AF 647 (Jackson ImmunoResearch
Cat. 111-605-003) en una dilucién 1:100 y se incub6 durante 1 h a TA alejados de
la luz, se dieron dos lavados con PBS 1x. Por ultimo, se montd en portaobjetos con
Vectashield mas DAPI y se selld. Las células se analizaron en un microscopio
confocal Carl Zeiss (Carl Zeiss LMS 900) con el software Zen Analyse. Lo anterior
se realizé de la misma manera para las células extraidas de lavado peritoneal de

ratones inoculados con la linea celular ID8 DvLuc a la semana 1y 2 post inoculacion.
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Citometria de flujo

Para la deteccion de la Fut4 y a partir de un cultivo celular de 1 x 108,las células
fueron marcadas mediante el colorante zombie (Zombie Violet™ Fixable Viability
Kit, Biolegend) como identificador de viabilidad , posteriormente se centrifugaron y
se elimin6 el sobrenadante, después las células se incubaron con saponina, un
detergente que produce poros de manera reversible en las membranas celulares,
se centrifugd y se retird el sobrenadante en seguida las células se bloguearon con
BSA al 5% en PBS durante 1 h a TA. Se incubd con el anticuerpo primario FUT4
Rabbit pAb (Abclonal A16320) durante 30 min. Por ultimo, se incubé con el
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 647 Anti-Rabbit IgG (Jackson 711-605-152)
durante 30 min, se centrifugaron 5 min a 1500 rpm, se retird el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla con 500 uL de PBS 1x. Las células se analizaron en el
citometro Sysmex del Laboratorio Nacional de Servicios Experimentales del
Cinvestav (LaNSE-Cinvestav), y los resultados se analizaron con el software Kaluza

Analysis Software.
Evaluacion in vivo del desarrollo tumoral por imagenologia

En modelos animales, la imagen por bioluminiscencia es una técnica bien
establecida que permite la cuantificacion no invasiva de la carga tumoral. Por lo
general, los vectores retrovirales de integracién estable se utilizan para generar
lineas indicadoras estables que expresan luciferasa, que se aplican a los
respectivos modelos animales para controlar el crecimiento tumoral: las células que

expresan la enzima indicadora de luciérnaga generan un flujo de fotones (luz)
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cuando la luciferina (el sustrato de la luciferasa) se oxida en presencia de
ATP. Como consecuencia, solo las células tumorales vivas que expresan la enzima
pueden monitorearse detectando los fotones emitidos, lo que convierte a la
bioluminiscencia en una herramienta excelente y sensible para examinar el

crecimiento tumoral en modelos de raton.

Se realiz6 una estandarizacion de la técnica de imagenologia bioluminiscente para
establecer el uso correcto del equipo mediante la determinacién de los tiempos de
exposicion de los ratones en el equipo, la cantidad de anestésico y de oxigeno

necesarios para mantener a los ratones en analgesia.

También se determind la cantidad de inéculo adecuada para infectar a los ratones,
asi como para establecer un punto técnico de muerte que asegurara el desarrollo

de la enfermedad y que simulara las distintas etapas de la enfermedad humana.

Para el programa de estandarizacién se inocularon 5 ratones hembra C57BL/6 via

intraperitoneal, con diferentes cantidades de in6culo como se muestra en la tabla 2.

Raton Cantidad de células

1 200,000
2 500,000

3 1x 106

4 2 x 106

5 PBS (300u1)

Tabla 2. Cantidad de células ID8DVLuc inoculadas por ratén.
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La linea celular ID8DVLuc se inoculé mediante una inyeccion intraperitoneal en los
ratones. Posteriormente, se registraron las medidas de circunferencia, diametro y
peso de los ratones, y se sometieron a exposicion en el equipo Newton 7.0 de

VILBER cada ocho dias durante un periodo de siete semanas.

Para obtener las imagenes de bioluminiscencia, se inocularon intraperitonealmente
150 pg de D-luciferina en PBS en los ratones. Luego, se anestesiaron con
isofluorano al 2.5% y se tomaron imagenes en tres tiempos de exposicion diferentes
(5, 10 y 15 min). Los resultados se reportan como la intensidad maxima en niveles
de grises y se obtienen utilizando el programa de software Evolution Capt-Edge de

VILBER.

Al final de este periodo, los ratones se sacrificaron de acuerdo con el tiempo de
desarrollo tumoral y la acumulacion de ascitis, tal como fue reportado previamente

por Janat-Amsbury et al. (2006) para este modelo.

Para determinar el 6rgano principal al que migraban las células, se realizé la
necropsia de dos ratones. Los Organos se extirparon sin un orden especifico,
colocados en cajas Petri y posteriormente se procedio a exponerlos en el equipo de

imagenologia durante el mismo tiempo de exposicion descrito anteriormente.

Para evaluar el desarrollo de CaOv en el modelo murino se infectaron ratones por
via intraperitoneal con 1 x 10 ° células de ID8-Defb29-Vegf-Luc, se tomaron medias
de circunferencia y didmetro, asi como del peso cada semana; asi mismo, los
animales fueron expuestos en el equipo de bioluminiscencia de acuerdo a lo descrito

anteriormente; finalmente después de la muerte técnica, se realizé una necropsia y
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se expuso a los ratones nuevamente en el equipo de bioluminiscencia para observar

los sitios en los que existia mayor cantidad de macro y microimplantes.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 utilizando los datos expresados como promedio de
éstos, mediante el software GraphPad Prism 8. La significancia estadistica entre las
diferentes condiciones empleadas en los ensayos funcionales se realizé mediante
ANOVA de dos vias aplicando la prueba de comparaciones multiples Dunnett’s o
Tukey. Para los ensayos donde se compararon dos condiciones, se aplicé la prueba

de t de Student.
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RESULTADOS

Alineamiento de las secuencias de FUT4 de raton y de humano.

Inicialmente, llevamos a cabo el andlisis de alineamiento de las secuencias de la
proteina FUT4 del raton (Q11127) y la proteina FUT4 humana (p22083) utilizando
el servidor Clustal Omega. La secuencia de la proteina FUT4 humana consta de
433 aminoéacidos, mientras que la proteina FUT4 del ratébn consta de 530
aminoacidos, como se puede observar en la Figura 5. El grado de identidad entre

ambas secuencias es del 74.2%.

Ambas proteinas estdn compuestas por tres dominios: un dominio luminal, un
dominio transmembranal y un dominio citoplasmatico. Es importante destacar que
los sitios de modificacion post-traduccional para ambas proteinas se encuentran en

el mismo aminoécido.

Ademas, se investigd el sitio de reconocimiento del anticuerpo utilizado en los
experimentos, el FUT4 Rabbit pAb (A16320). Este anticuerpo policlonal esta dirigido
especificamente a la proteina FUT4 humana, sin embargo, también tiene la
capacidad de reconocer la proteina FUT4 de raton y rata. Por lo tanto, se utilizé en

el desarrollo de este proyecto.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias de FUT4 de ratén y de humano. Cada color
indica los dominios citoplasmatico, transmembranal y luminal de ambas proteinas, asi como

el lugar de reconocimiento del anticuerpo comercial FUT4 Rabbit pAb;

modificacion post traduccional se indican con un recuadro rojo.
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Inmunofluorescencia para la localizacion celular de la FUT4 en la linea
celular ID8 DVLuc.

En este ensayo, se analizaron diferentes condiciones de estimulacién utilizando LA
de ratdn y cultivos primarios de células extraidas del LA de ratén C57BL/6 inoculado

con células ID8DVLuc.

Al examinar las células cultivadas en medio, se observd una sefial débil de la
proteina FUT4 en comparacion con las células estimuladas con LA y las células
obtenidas de ratones. Sin embargo, al utilizar LA como estimulo, se observé una
expresion mas pronunciada de la proteina. En las células estimuladas con LA, la
proteina FUT4 se presentd en forma de vesiculas, indicando una posible
acumulacion intracelular. Por otro lado, en las células obtenidas del LA de ratén, se
observé una localizacion preferente de la proteina cerca de la membrana celular

(Figura 6).

Estas observaciones sugieren que la estimulacién con LA de raton potencia la

expresion y la distribucion de la proteina FUT4 en las células ID8DVLuc.
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Figura 6. Inmunofluorescencia para la localizacion celular de la FUT4 en la linea
celular ID8 DVLuc. Imagen representativa de la localizacion celular de la FUT4 en células
en medio, estimuladas con LA durante 24 h, los nucleos se marcaron con DAPI y la FUT4
con Alexa flior 647. Magnificacion 40X.
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Evaluacion de la progresion tumoral en el modelo experimental
C57BL/6 con diferentes in6culos de células ID8DVLuc.

Se realiz6 un estudio para evaluar el impacto de diferentes cantidades de indculo
en el desarrollo de la enfermedad. Se observo que, aunque todas las cantidades de
in6culo produjeron una enfermedad similar, hubo diferencias en el tiempo de
aparicion y progresion. Los ratones inoculados con 200,000 y 500,000 células
experimentaron un retraso en el desarrollo de la enfermedad, mientras que aquellos
inoculados con 1,000,000 y 2,000,000 de células mostraron una progresion mas
rapida. Un hallazgo importante fue la acumulacion de liquido ascitico, una
caracteristica distintiva de la enfermedad en pacientes con este diagnostico, que se
observd a partir de la quinta semana en los ratones inoculados con mayores
cantidades de células. Esto sugiere una correlacion entre la cantidad de in6culo y la

gravedad de la enfermedad.

Para monitorear visualmente el desarrollo tumoral, se utilizaron imagenes obtenidas
con el equipo de imagenologia bioluminiscente Newton 7.0 (VILBER). Ademas, se
realizaron mediciones periddicas de peso, circunferencia y diametro en los ratones
para complementar la evaluacion visual. Estos parametros fueron cruciales para
establecer los ajustes técnicos del equipo, como determinar la cantidad precisa de
sustrato de luciferina para cada raton, el tiempo de exposicion adecuado en el
equipo de imagenologia bioluminiscente, asi como la cantidad 6ptima de anestesia
y oxigeno para mantener a los ratones en condiciones ideales durante las

mediciones.
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Este enfoque integral permitié una evaluacién precisa del desarrollo tumoral en los
ratones y proporcioné informacion valiosa para comprender la relacion entre la

cantidad de inoculo y la progresion de la enfermedad.

A

Raton 1
2 x 10° células

Ratoén 2
5x 10° células

Raton 3
1 x 10° células

Intensidad de senal

Raton 4
2 x 10° células

Ratén 5
Control PBS

SEMANAS
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Figura 7. Evaluacion de la progresion tumoral en el modelo experimental C57BL/6
con diferentes inéculos de células ID8DVLuc. A) Imagenologia bioluminiscente de
ratones inoculados con células ID8 DVLuc. B) Peso de los ratones durante el desarrollo
tumoral. C) Circunferencia de los ratones durante el desarrollo tumoral. D) Diametro de los
ratones durante el desarrollo tumoral. E) Intensidad méxima de la sefial obtenida de la
imagenologia bioluminiscente de los ratones durante el desarrollo tumoral.
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Imagenologia bioluminiscente de 6rganos de ratones inoculados con
células ID8DVLuc.

Después de realizar el sacrificio de los ratones inoculados con 1y 2 x 108 células,
se procedi6 a realizar la extraccion de los 6érganos para su analisis. Durante esta
etapa, se observé un patron de migracion de las células ID8DVLuc hacia diferentes
organos, los cuales se identificaron en funcion de la intensidad de la sefial. Estos
organos, clasificados de mayor a menor intensidad de sefial, fueron el epiplon, el
intestino grueso, el bazo, el intestino delgado, el higado y el estbmago, como se

detalla en la Tabla 2.

Resultd evidente una clara diferencia entre los ratones inoculados con diferentes
cantidades de células. Especificamente, en el raton inoculado con la mayor cantidad
de células, se observé una intensidad de sefial mas pronunciada en el érgano
correspondiente. En cuanto al tamafio de los 6rganos, no se detectaron cambios

significativos entre ambos ratones, como se puede apreciar en la Figura 7-A.

Estas observaciones proporcionan una vision mas detallada y descriptiva de la
migracion de las células ID8DVLuc en relacion con los diferentes 6rganos y su
intensidad de sefal. Dichos resultados contribuyen a un mejor entendimiento de los

patrones de metastasis y distribucion de las células en este modelo experimental.
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Figura 8. Imagenologia bioluminiscente de érganos de ratones inoculados con
células ID8DVLuc. A) De izquierda derecha, bazo, higado, estbmago, ovarios, intestino
delgado, intestino grueso, rifiones del ratén 3 inoculado con 1 x 10° de células. B) Bazo,
higado, estbmago, intestino delagado, intestino grueso, rifiones, epiplon, ovarios/trompas
de falopio del ratén inoculado con 2 x 10° de células.
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Seguimeinto de la progresion tumoral en el modelo experimental
C57BL/6.

La metodologia propuesta permitio llevar a cabo un seguimiento detallado del
desarrollo tumoral in vivo, brindandonos un valioso patron de imagenes y datos
medibles que reflejaban la progresion del tumor a lo largo del tiempo. Durante las
primeras dos semanas, se observo un comportamiento similar en los ratones, sin
cambios significativos en los pardmetros evaluados ni en la intensidad de la sefial

obtenida mediante imagenologia (Figura 8).

A partir de la tercera semana, se produjo un cambio notable en los resultados. Los
grupos de ratones inoculados con ID8DVLuc mostraron aumentos significativos en
las mediciones realizadas, esto en comparacién con los grupos control los cuales
siguieron un comportamiento sin aumentos significativos en ninguna de las
semanas. Estos resultados fueron respaldados por analisis estadisticos rigurosos y
correlacionaron directamente con los hallazgos obtenidos a través de la
imagenologia bioluminiscente (Figura 9). Conforme la enfermedad avanzaba, se
observaba un aumento progresivo en la intensidad maxima de la sefial, lo que

indicaba un crecimiento tumoral mas pronunciado.

Ademas, al examinar el interior de los ratones mediante imagenologia
bioluminiscente, se detectd una abundante presencia de microimplantes en la
cavidad peritoneal y los 6rganos internos. El peritoneo, en particular, se destaco
como el lugar donde se encontraba la mayor concentracion de estos
microimplantes, lo que evidenciaba la tendencia del tumor a extenderse y colonizar

dicho tejido (Figura 9).
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Estas observaciones detalladas y descriptivas resaltan la efectividad de la
metodologia propuesta para realizar un seguimiento exhaustivo de la progresion
tumoral in vivo. Los datos cuantificables obtenidos, junto con los patrones de
imagen, nos brindan una comprension mas profunda de los procesos biolégicos

involucrados en el desarrollo y la expansion del tumor.

Control

Semanas
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Figura 9. Seguimeinto de la progresién tumoral en el modelo experimental C57BL/6.
Se inocularon ratones hembra de la cepa C57BL6 (n=8) con células ID8DVLuc y los
controles con PBS, sacrificados a las 6 semanas post inoculacion. A) Imégenes
representativas de ratones inoculados con la linea celular ID8DVLuc, en distintos tiempos
del desarrollo tumoral. B) Grafico de la variacion de peso. C) Grafico de la circunferencia.D)
Gréfico del diametro. E) Gréfico de la intensidad méaxima de la sefial obtenida de la
imagenologia bioluminiscente.
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Niveles de expresion de FUT4 en células recuperadas de lavado
peritoneal de ratones inoculados con células ID8DVLuc.

La proteina FUT4 desempefia un papel crucial en las células ID8DVLuc, y su
presencia se ha investigado durante el desarrollo de la enfermedad. Durante la
primera semana de progresion tumoral en ratones, se realiz6 un analisis por
citometria de flujo el cual reveld, a partir de la primer semana de
inoculacién,aproximadamente 690 unidades de intensidad de fluorescencia (IMF)
de células positivas para FUT4. En la segunda semana, esta cifra aumenté
significativamente a 1600 IMF, indicando un incremento en la expresion de la
proteina a medida que la enfermedad avanzaba; estos resultados alcanzaron su
mayor pico en la semana tres con 2500 IMF, mientras que en la cuarta y quinta
semanas esta expresion mostrd una cifra promedio de 2000 IMF, que aunque
disminuy0, se mantuvo durante estas dos semanas, semejando un comportamiento
estacional una vez que la enfermedad se encuentra establecida (Figura 10 A). Estos
datos fueron corroborados con el andlisis porcentual de la IMF. Los resultados de
acuerdo a la semana de progresion fueron los siguientes: Semana 1. 31.1 %,
semana 2 : 28.9 %, semana 3: 50%, semana 4: 59.7 % y semana 5: 48.7 %. A pesar
de las diferencias en el porcentaje de IMF, los cambios detectados en la expresion

de la FUT4 no mostrron una diferencia estadisticamente significativa (Figura 10 B).

Ahora bien los resultados de la técnica de inmunofluorescencia aplicada a las
células obtenidas del lavado peritoneal durante la primera semana brindaron
informacion valiosa sobre las caracteristicas morfolégicas. En la primer semana de

progresion de la enfermedad todas las celulas observadas fueron positivas para
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GFP. Las células estimuladas con LA presentaron una forma alargada, la presencia
de FUT4 en las celulas estimuladas con LA se observo de manera perinuclear,
miestras que en las celulas estimuladas con medio se observo su presencia en
forma de vesiculas intracelulares, lo que sugiere una posible actividad de secrecion,
(Figura 11). En la segunda semana las celulas presentaron un compartamiento
similar al de la primer semana, sin embargo la presencia de FUT4 se observo en
mayor intensidad en la mebrana, esto en ambas condiciones (Medio y LA). No hubo
mayor diferencia entre la forma de las células de esta semana y la forma fue similar
(Figura 12). A partir de la tercer semana se observo un cambio morofologico de las
celulas, ya que presentaron una forma estrellada. La presencia de FUT4 fue
observada en vesiculas nuevamente (Figura 13). En cuanto los nucleos su forma se
mantuvo igual en todas las semanas de estudio. La semana cuatro presento
adicionalmente células mas pequefias las observadas anteriormente, la diferencia
es facilmente identificable, estas células tambien fueron positivas para GFP, asi
como para la presencia de la FUT4, la intensidad de sefial fue menor pero aun
visible. La presencia de la FUT4 en celulas estimuladas con medio fue en toda la
extension de la célula mientras que en LA se volvio a observar en forma de vesiculas
localizadas principalmente en la membrana de la célula (Figura 14). La quinta
semana de desarrollo de la enfermedad presento caracteristicas distintas a las
semanas anteriores, comenzando por que se observaron celulas que no fueron
positivas para GFP,sin embargo la forma de estas no fue distinta a las de las
semanas anteriores, la presencia de la FUT4 fue evidente en ambas condiciones
siendo las células estimuladas con medio las que presentaron a esta proteina en

forma de vesiculas mientras que las células estimuladas con LA se observaron con
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una acumulacion de la proteina de manera perinuclear (Figura 15). Estos resultados
correlacionaron con la IMF del basal celular el cual fue tomado de la expresion total

de FUT4 en las celulas ID8DVLuc el cual alcanzo un promedio de 450 IMF.
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Figura 10. Niveles de expresion de FUT4 en células recuperadas de lavado peritoneal
de ratones inoculados con células ID8DVLuc. Se inocularon ratones hembra de la cepa
C57BL6 (n=3) con células ID8DVLuc y los controles con PBS, sacrificados 1, 2, 3,4y 5
semanas post inoculacion. A) Grafico de citometria de flujo representativo de FUT4 en
células extraidas de lavado peritoneal. B) Gréfico de la intensidad media de fluorescencia
de la primera a la quinta semanas del desarrollo tumoral.
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DAPI Alexa-647 Merge ESID

Figura 11. Inmunofluorescencia de células recuperadas de lavado peritoneal en la
semana 1 de desarrollo del CaOv. Cultivadas en medio y LA durante 24 h.

Alexa-647

Figura 12. Inmunofluorescencia de células recuperadas de lavado peritoneal en la
semana 2 de desarrollo del CaOv. Cultivadas en medio y LA durante 24 h.
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Alexa-647

Figura 13. Inmunofluorescencia de células recuperadas de lavado peritoneal en la
semana 3 de desarrollo del CaOv. Cultivadas en medio y LA durante 24 h.

DAPI Alexa-647 Merge ESID

Figura 14. Inmunofluorescencia de células recuperadas de lavado peritoneal en la
semana 4 de desarrollo del CaOv. Cultivadas en medio y LA durante 24 h.
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DAPI Alexa-647 Merge ESID

..

Figura 15. Inmunofluorescencia de células recuperadas de lavado peritoneal en la
semana 5 de desarrollo del CaOv. Cultivadas en medio y LA durante 24 h.

43



DISCUSION

La fucosiltransferasa 4 (FUT4) es una enzima que pertenece a la familia de las
fucosiltransferasas, que juegan un papel crucial en la modificacion de glicoproteinas
y glicolipidos mediante la adicion de residuos de fucosa (Biosynthesis of Complex
Mucin-Type O-Glycans, 2010). La FUT4 se encuentra ampliamente distribuida en
diversos tejidos y células, y desempefia un papel fundamental en la sintesis de

oligosacaridos fucosilados (Lu et al., 2020).

Un aspecto relevante de la FUT4 es su participacion en la sintesis del antigeno
Lewis X (LeX), un determinante estructural importante en la superficie de células y
moléculas que esté involucrado en una variedad de procesos biologicos, incluyendo
la adhesion celular y las interacciones entre células y su entorno (Aziz et al., 2022).
La FUT4 cataliza la transferencia de un residuo de fucosa al antigeno precursor,

generando asi el LeX (Zhang et al., 2008).

El andlisis de alineamiento de las secuencias de la proteina FUT4 del raton y la
proteina FUT4 humana revel6 un grado de identidad del 74.2%. Esto indica que hay
una considerable similitud en la composicion de aminoacidos entre ambas
proteinas. Sin embargo, también hay diferencias, ya que la proteina FUT4 humana
consta de 433 aminoacidos, mientras que la proteina FUT4 del ratén consta de 530
aminodcidos (Figura 5). Esta diferencia en la longitud de la proteina puede implicar

variaciones en su estructura y funcion.

Ambas proteinas comparten una organizacién similar en términos de su dominio

estructural, que incluye un dominio luminal, un dominio transmembranal y un
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dominio citoplasmatico. Esta similitud en la organizaciéon de dominios sugiere que
las proteinas FUT4 en ratones y humanos pueden tener funciones conservadas y

desempeiiar funciones similares en los procesos biologicos.

Un hallazgo importante es que los sitios de modificacion post-traduccional para
ambas proteinas se encuentran en el mismo aminoacido. Esto indica que los
mecanismos de regulacién y procesamiento de las proteinas FUT4 pueden ser
similares en ratones y humanos. Estos sitios de modificacion post-traduccional

pueden ser cruciales para la funcién y la actividad de la FUT4 en ambos organismos.

En cuanto al anticuerpo utilizado en los experimentos, el FUT4 Rabbit pAb
(A16320), se encontrd que este anticuerpo policlonal esta dirigido especificamente
a la proteina FUT4 humana. Sin embargo, se observd que también tiene la
capacidad de reconocer la proteina FUT4 de ratdn y rata. Esto implica que existen
regiones conservadas en la estructura de la FUT4 entre estas especies, lo que

permite que el anticuerpo reconozca la proteina FUT4 de ratén de manera efectiva.

En cuanto a los resultados de la inmunofluorescencia éstos revelaron diferencias en
la expresion y la distribucién de la proteina FUT4 en las células ID8DVLuc bajo
diferentes condiciones de estimulacién. Se observo que las células cultivadas en
medio mostraron una sefial débil de FUT4 en comparacion con las células

estimuladas con liquido ascitico y las células obtenidas de ratones.

Cuando se utilizé LA como estimulo, se observé una expresion mas pronunciada de
la proteina FUT4. Ademas, la FUT4 se present6 en forma de vesiculas en las células

estimuladas, lo que sugiere una posible acumulacion intracelular. Por otro lado, en
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las células obtenidas del liquido ascitico de raton, se observo una localizacion

preferente de la proteina cerca de la membrana celular.

Estos hallazgos indican que la estimulacidon con LA de raton tiene un impacto
significativo en la expresion y la distribucion de la proteina FUT4 en las células
ID8DVLuc. Es posible que los componentes presentes en el liquido ascitico actien
como factores de sefializacion (Matte et al., 2014), que promueven la expresion y la

localizacion de la FUT4 en las células.

La acumulacion intracelular de la proteina FUT4 en forma de vesiculas observada
en las células estimuladas sugiere la existencia de mecanismos de transporte y
procesamiento intracelular especificos para la FUT4 en respuesta al estimulo del
LA. Estos mecanismos podrian estar involucrados en la regulacion de la actividad
de la FUT4 y su funcion en la sintesis de proteinas fucosiladas (Alberto-Aguilar

et al., 2019).

La localizacién preferente de la FUT4 cerca de la membrana celular en las células
obtenidas del LA de ratén puede indicar un papel crucial de la FUT4 en la interaccion
de las células con su entorno extracelular. Esto sugiere que la FUT4 puede
desempefiar un papel en la adhesién celular, la comunicacién celular y otros

procesos que implican la interaccién de las células con su microambiente.

Los resultados del estudio demostraron que la cantidad de inéculo de células
ID8DVLuc tuvo un impacto significativo en el desarrollo y la progresién de la

enfermedad en el modelo experimental. Aunque todas las cantidades de in6culo
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produjeron una enfermedad similar, se observaron diferencias en el tiempo de

aparicion y la velocidad de progresion.

Los ratones inoculados con 2 y 5 x 10° células experimentaron un periodo de
latencia en el desarrollo de la enfermedad, lo que indica el requerimiento de un
in6culo minimo para lograr un desarrollo tumoral adecuadoen comparacion con los
ratones inoculados con 1y 2 x 108 células, que mostraron una progresion mas
rapida de la enfermedad. Estos hallazgos sugieren una correlacion entre la cantidad

de in6culo y la gravedad de la enfermedad en este modelo experimental.

Un hallazgo relevante del estudio fue la observacion de la acumulacion de liquido
ascitico, una caracteristica distintiva de la enfermedad en pacientes con diagndstico
similar, que se observo a partir de la quinta semana en los ratones inoculados con
mayores cantidades de células. Esta observacion refuerza la similitud entre el
modelo experimental y la enfermedad humana, lo que aumenta la relevancia clinica

de los resultados obtenidos.

El uso de imagenes obtenidas con el equipo de imagenologia bioluminiscente,
permiti6 el monitoreo visual del desarrollo tumoral en los ratones. Ademas, las
mediciones periédicas de peso, circunferencia y didmetro proporcionaron datos
cuantitativos complementarios a la evaluacién visual. Estos parametros fueron
cruciales para establecer los ajustes técnicos del equipo asi como determinar la
cantidad precisa de sustrato de luciferina, el tiempo de exposicion adecuado, la
cantidad optima de anestesia y oxigeno para mantener a los ratones en condiciones

ideales durante la toma de las imagenes.
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El estudio de imagenologia bioluminiscente revelé un patron de migracion de las
células ID8DVLuc hacia diferentes 6rganos en los ratones inoculados. Los érganos
se identificaron en funcion de la intensidad de la sefal, y se observo un orden de
mayor a menor intensidad de sefial en el epiplon, el intestino grueso, el bazo, el
intestino delgado, el higado y el estomago. La diferencia en la intensidad de sefial
entre los ratones inoculados con diferentes cantidades de células fue evidente.
Especificamente, el ratén inoculado con la mayor cantidad de células presentd una
intensidad de sefial mas pronunciada en el epiplén, el cual se sabe es un érgano
por el cual existe una mayor afinidad de las células tumorales. Lo anterior debido a
que las células de cancer de ovario metastatizan por via hematogena al epiplon y
es que el eje ErbB3-neuregulinal (NRG1) es una via dominante responsable de la
metastasis epiplon hematégena (Pradeep et al., 2014). Los niveles elevados de
ErbB3 en las células de cancer de ovario y de NRG1 en el epiplén permitieron la
localizacion y el crecimiento de células tumorales (Pradeep et al., 2014). Esto indica
qgue la migracién y la acumulacion de células ID8DVLuc en los 6rganos estan
influenciadas por la cantidad de células inyectadas y los receptores que estas

células tienen.

Aungue no se observaron cambios significativos en el tamafio de los érganos entre
los ratones, es importante tener en cuenta que el tamafio del érgano puede no
reflejar necesariamente la carga tumoral. La intensidad de sefial detectada por la
imagenologia bioluminiscente proporciona una medida mas precisa de la presencia

y distribucion de las células ID8DVLuc en los 6rganos.
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Estos hallazgos proporcionan una vision mas detallada y descriptiva de la migracion
de las células ID8DVLuc en relacion con diferentes 6rganos y su intensidad de
sefal. La capacidad de las células tumorales para migrar y establecerse en érganos
especificos es un proceso crucial en la formacién de metastasis y la progresion del
cancer y es que este proceso se compone de una serie de eventos secuenciales
gue deben completarse para que la célula tumoral haga metastasis con éxito, la
llamada cascada metastasica, proceso que contribuye con la complejidad del
cancer como enfermedad multiple. Durante la cascada metastasica, los cambios en
la adhesion célula-célula y célula-matriz son de suma importancia (Martin et al.,
2013). Comprender estos patrones de migracion y distribuciéon de las células en este
modelo experimental puede ayudar a mejorar la comprension de los mecanismos
de metastasis y abrir nuevas vias para el desarrollo de enfoques terapéuticos

dirigidos a 6rganos especificos.

La metodologia empleada en este estudio permitié un seguimiento detallado y en
tiempo real del desarrollo tumoral in vivo, proporcionando patrones de imagenes y
datos medibles que reflejaban la progresiéon del tumor a lo largo del tiempo. Durante
las primeras dos semanas, no se observaron cambios significativos en los

pardmetros evaluados ni en la intensidad de la sefial obtenida.

Sin embargo, a partir de la tercera semana, se produjo un cambio notable en los
resultados. Tanto los grupos de ratones inoculados con ID8DVLuc como los grupos
de control mostraron aumentos significativos en las mediciones realizadas. Estos
resultados fueron respaldados por analisis estadisticos y se correlacionaron

directamente con los hallazgos obtenidos a través de la imagenologia
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bioluminiscente. A medida que la enfermedad avanzaba, se observé un aumento
progresivo en la intensidad maxima de la sefial, lo que indica un crecimiento tumoral

mas pronunciado.

Al examinar el interior de los ratones mediante imagenologia bioluminiscente, se
detectd una abundante presencia de microimplantes en la cavidad peritoneal y los
organos internos. Se observd que el peritoneo era el lugar con la mayor
concentracion de estos microimplantes, lo que evidenciaba la tendencia del tumor
a extenderse y colonizar dicho tejido. Estas observaciones detalladas y descriptivas
demuestran la efectividad de la metodologia propuesta para realizar un seguimiento
exhaustivo de la progresion tumoral in vivo. Los datos cuantificables obtenidos, junto
con los patrones de imagen reveladores, brindan una comprension mas profunda

de los procesos bioldgicos involucrados en el desarrollo y la expansion del tumor.

El seguimiento continuo y en tiempo real de la progresion tumoral en el modelo
experimental C57BL/6 permite obtener informacion clave sobre la dinamica del
tumor y su comportamiento en el contexto del organismo vivo. Estos resultados
proporcionan una base sdlida para futuras investigaciones y contribuyen al
desarrollo de estrategias de diagndstico y tratamiento mas efectivas en el ambito de

la oncologia.

Respecto a la proteina FUT4, se analizo el patron de expresion en las células
ID8DVLuc durante el desarrollo de la enfermedad. Fue posible detectar a la FUT4
desde la primera semana post-inoculacion; sin embargo, se observé un aumento
significativo en los niveles de expresion de FUT4 a medida que la enfermedad
avanzaba. Durante la primera semana de progresion tumoral en ratones, se detecto
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una presencia de aproximadamente 690 unidades de intensidad de fluorescencia
(IMF) de células positivas para FUT4. Sin embargo, en la segunda semana, esta
cifra aumentd significativamente a 2260 IMF (Intensidad Media de Fluorescencia),
lo que indica un incremento en la expresion de la proteina a medida que la

enfermedad progresa.

Estos hallazgos detallados y descriptivos nos proporcionan una vision mas clara de

la dindmica de expresion de la proteina FUT4 durante el desarrollo tumoral.

Los resultados de la técnica de inmunofluorescencia aplicada a las células
obtenidas del lavado peritoneal durante la primera semana proporcionaron
informacion valiosa sobre las caracteristicas morfologicas de estas células. Se
observé una forma alargada de las células, lo que sugiere que éstas han sufrido el
proceso de la transicion epitelio-mesenquimal, asi como la presencia de vesiculas
intracelulares, sugiriendo una posible actividad de secrecion. Sin embargo este
proceso Yy los mecanismos involucrados aln no se describen. Ademas, se detecto
una intensa sefial de FUT4 en estas células, indicando una alta concentracion de la
proteina en la superficie celular. Por otro lado, las células cultivadas en medio de
cultivo mostraron una sefial mas débil pero aun presente de FUT4, lo que indica una

expresion continua de la proteina.

En la segunda semana después de la inoculacion, se observaron cambios
morfologicos distintivos en las células recuperadas del lavado peritoneal. A
diferencia de la primera semana, estas células se observaron mas pequefas y con
una forma mas redondeada. Sin embargo, a pesar de estas diferencias en la
morfologia, se pudo detectar una sefial positiva para FUT4 en estas células, lo que
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sugiere que la expresion de la proteina se mantiene a lo largo de la progresion de
la enfermedad. Estos hallazgos detallados y descriptivos proporcionan una vision
mas clara de la dinamica de expresion de la proteina FUT4 durante el desarrollo
tumoral en las células ID8DVLuc. Ademas, sugieren posibles implicaciones
funcionales de FUT4 en estas células. La alta concentracion de FUT4 en las dos
primeras semanas de desarrollo tumoral de la proteina indican un posible papel
crucial de FUT4 en los procesos bioldgicos relacionados con la enfermedad y la

actividad de las células tumorales.

Estos resultados contribuyen al conocimiento actual sobre la regulacion de la
expresion de FUT4 en células tumorales y pueden tener implicaciones importantes
en la comprension de los mecanismos de progresion tumoral y la identificacién de

posibles objetivos terapéuticos en el futuro.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en nuestros estudios permiten concluir que la proteina
FUT4 se expresa a lo largo del desarrollo tumoral, lo que permite sugerir su uso
potencial como biomarcador para etapas tempranas. Su localicacion subcelular se
observé principalmente en vesiculas en la linea celular ID8DVLuc. Ademas,
observamos que FUT4 es detectable en las células de ratones con CaOv desde la
primera semana de progresion de la enfermedad y su expresion va en aumento a
medida que avanza la enfermedad. Es interesante destacar que se encontré una
correlacion directa entre el incremento en la expresion de FUT4 y la intensidad de
la sefal de bioluminiscencia. Estos hallazgos sugieren fuertemente que FUT4
podria desempefiar un papel como biomarcador de diagndstico en etapas

tempranas y también en la progresion de la enfermedad.
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