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Resumen

El cdncer de ovario ocupa el noveno lugar en incidencia a nivel mundial, mientras que en la
poblacion mexicana ocupa el sexto lugar en incidencia y en mortalidad. Se ha sugerido que el
cancer de ovario estd regulado por hormonas esteroides, sus receptores y proteinas
denominadas correguladoras. Ademas, se ha descrito que PinX1 es un corregulador del receptor
de estrogenos, reprimiendo su actividad en cancer de mama por lo que inhibe su proliferacion;
sin embargo, en el cancer de ovario epitelial (COE) su expresién disminuida se relaciona con la

progresidn de la enfermedad, sugiriendo que tiene una funcién critica en esta neoplasia.

Para determinar la relacion que tiene PinX1 con el COE se realizd un estudio in silico en donde
se observd una aparente disminucién del RNAm conforme avanzan los estadios y una
disminucién del RNAm y proteina en tumores ovaricos epiteliales malignos en comparacién con
tejido de ovario normal. Ademas, se demostrd que la alta expresion del receptor de estrogenos
alfa (ERa) es de mal prondstico para las pacientes mientras que la alta expresion del receptor

de estrogenos B (ERB) es de buen prondstico.

De forma experimental el silenciamiento de PinX1 fue capaz de incrementar la proliferacion
celular en lineas celulares de cancer de ovario epitelial en monocapa. Ademas, se utilizd un
modelo tridimensional a través de la generacion de ovario-esferas, las cuales simulan a la masa
tumoral y estdn enriquecidas de células troncales cancerosas que promueven una mayor
malignidad del tumor, el enriquecimiento de células troncales cancerosas se determind
midiendo marcadores de superficie celular caracteristicos: CD44 y CD133. Sorprendentemente
el silenciamiento de PinX1 genera un mayor numero y tamafio de ovario-esferas en las
condiciones dptimas en las cuales se determind un mayor enriquecimiento de CTC, mientras
gue la sobreepresion causa un efecto contrario, presumiblemente por sus multiples acciones
gue tiene PinX1: ejerciendo una inhibicién de la telomerasa y por su acciéon como proteina

correpresora del receptor de estrégenos alfa, como se muestra en células de cancer de mama.
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Abstract

Ovarian cancer ranks ninth in incidence worldwide, while in the Mexican population it ranks
sixth in incidence and mortality. It has been suggested that ovarian cancer is regulated by
steroid hormones, their receptors and proteins called coregulators. In addition, it has been
described that PinX1 is a coregulator of the estrogen receptor, repressing its activity in breast
cancer and thus inhibiting its proliferation; however, in epithelial ovarian cancer (EOC) its
decreased expression is related to the progression of the disease, suggesting that it has a critical

role in this disease.

To determine the relationship that PinX1 has with EOC, an in silico study was performed in which
an apparent decrease in mRNA as stages progress and a decrease in mRNA and protein were
observed in malignant epithelial ovarian tumors compared to normal ovarian tissue. In addition,
high expression of estrogen receptor alpha (ERa) was shown to be of poor prognosis for patients

while high expression of estrogen receptor B (ERB) was shown to be of good prognosis.

Experimentally, PinX1 silencing was able to increase cell proliferation in epithelial ovarian cancer
cell lines in monolayer. In addition, a three-dimensional model was used through the generation
of ovarian spheres, which simulate the tumor mass and are enriched in cancer stem cells that
promote increased tumor malignancy, the enrichment of cancer stem cells was determined by
measuring characteristic cell surface markers: CD44 and CD133. Surprisingly, PinX1 silencing
generates a greater number and size of ovary-spheres under the optimal conditions in which
increased CTC enrichment was determined, whereas overexpression causes an opposite effect,
presumably because of its multiple actions that PinX1 has: exerting an inhibition of telomerase
and because of its action as an estrogen receptor alpha co-repressor protein, as shown in breast

cancer cells.
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1. Introduccién

1.1 Fisiologia del Ovario

Los ovarios son érganos pares del sistema reproductor femenino, cuya funcion principal es
nutrir y preparar a los ovocitos para el proceso de ovulacién, es decir, la ruptura del foliculo y
liberacion del évulo maduro. La unidad fundamental del ovario es el foliculo ovarico, el cual
contiene al ovocito y ademas es el encargado de secretar hormonas esteroides, necesarias para
el desarrollo sexual femenino, la regulacién del ciclo reproductivo femenino y el mantenimiento

del embarazo en varias especies (Bruce, 2019).

En los mamiferos, las células somaticas del ovario rodean a los ovocitos primarios, formando
foliculos primordiales y tras el nacimiento, éstos estan rodeados por una capa de células
aplanadas de la granulosa, formando el foliculo primario. Varios de los foliculos primarios
aumentan de tamafio en los afios prepuberes, generando mas capas de células de la granulosa,
dando lugar al foliculo secundario. Posteriormente, se empieza a formar alrededor de las capas
de las células de la granulosa una cubierta celular derivada del tejido conjuntivo ovarico
(estroma), denominada teca folicular, la cual se diferencia en dos capas: 1) una teca interna, la
cual es muy vascularizada y glandular y 2) una teca externa. La maduracioén folicular, conforme
se acerca la pubertad, requiere la accion de hormonas gonadotrépicas, como lo son la hormona
luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH). La primera, tiene accion sobre las
células de la teca interna, las cuales producen andrdgenos, que llegan a las células de la
granulosa al atravesar la membrana basal. La FSH actua sobre las células de la granulosa,
induciendo la sintesis de la enzima aromatasa, para que los andrégenos provenientes de las
células de la teca se conviertan en estrogenos, principalmente 17p estradiol (E»), los cuales
actuan en tejidos diana, -incluyendo al ovario. Gracias a estos estimulos hormonales, el foliculo
aumenta rapidamente de tamafio, presionando hacia la superficie ovarica y en este instante es
denominado, foliculo terciario o foliculo de Graaf. Posteriormente, el foliculo sobresale de la
superficie del ovario disrumpiendo el epitelio superficial y ocasionando la salida del ovocito
secundario hacia las fimbrias para su posterior transporte hacia el Utero, fendmeno que se

denomina ovulacién (Bruce, 2019).
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1.2 Epidemiologia del cancer de ovario epitelial

Los carcinomas de ovario son un grupo heterogéneo de neoplasia, caracterizadas en funcién de
las caracteristicas clinicas, histopatoldgicas y moleculares que presenten. El cancer de ovario
epitelial (COE) ocupd el noveno lugar a nivel mundial en incidencia (Fig.1), y el octavo lugar en
incidencia en poblacién femenina a nivel mundial (Fig. 2), durante el afilo 2020. Ademas, es
definida como la neoplasia ginecoldégica mas letal, representando el 4% de los canceres en

mujeres (Cho y Shih, 2009; Sung et al., 2021).
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Figura 1. Tasa de incidencia y mortalidad por cada 100,000 habitantes durante el afio 2020 en canceres a nivel
mundial, ambos sexos. ASR (World); tasa estandarizada por edad utilizada mundialmente (Sung et al., 2021).
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Figura 2. Tasa de incidencia y mortalidad por cada 100,000 habitantes durante el afio 2020 en canceres a nivel
mundial, poblacién femenina. ASR (World); tasa estandarizada por edad utilizada mundialmente (Sung et al., 2021).

Debido a la falta de métodos confiables para su deteccién tempranay la ausencia de sintomas
especificos, cerca del 70% de las pacientes son diagnosticadas en etapas tardias. El prondstico
depende en gran medida de la extensién de la enfermedad al momento de la deteccién, siendo

gue las mujeres diagnosticadas con metastasis tienen una tasa de supervivencia relativa de 5
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afios del 29%, mientras que aquellas diagnosticadas con neoplasia local tienen una tasa de

supervivencia relativa del 92% (Kufe et al., 2003; Reid et al., 2017).

El COE es poco comun en mujeres jévenes, especialmente en mujeres menores de 30 afios; el
riesgo aumenta con la edad, con un drastico aumento de la incidencia después de los 50 afios,
y la edad media de diagndstico se encuentra entre el rango de 50-70 afios, siendo una
enfermedad caracteristica de mujeres postmenopdusicas. Esta neoplasia ocurre
esporadicamente en la poblacién, Unicamente el 5-15% de este cdncer estd asociado a
componentes hereditarios. Segln datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI)
de 2021, en México, en la poblacién femenina de 15 a 29 afios que fallecid por tumores
malignos, el 9% se debié a tumor maligno de ovario (ESTADISTICAS A PROPOSITO DEL DIA
MUNDIAL CONTRA EL CANCER (4 DE FEBRERO), 2021; Lheureux et al., 2019; C. Stewart et al.,
2019).

1.3 Etiologia del COE

A la fecha no se ha reportado una Unica causa exégena o enddgena que se relacione con el
desarrollo del COE. Sin embargo, se propone que puede haber un agente etiolégico o un
potenciador oncogénico que ingrese a la cavidad peritoneal a través del canal genital y se
distribuya por el Utero y las trompas de Falopio. En este sentido, se han estudiado posibles
carcinégenos como agentes quimicos e infecciosos, y de forma caracteristica, algunos estudios
han vinculado componentes ambientales, como la exposicién a talcos, utilizados en lavados
vaginales para prevencién de erupciones o para reducir la fricciéon, con el desarrollo de tumores
epiteliales de ovario. La posible asociacién del uso de talco perineal con el COE se estudio
inicialmente por Cramer en 1982, encontrandose un riesgo relativo de 1.92 (IC del 95%: 1.27-
2.89) de COE cuando las mujeres espolvoreaban el perineo con talco o lo usaban en toallas
sanitarias. Desde ese momento ha surgido un interés sobre esta posible asociacion y si bien no
se ha demostrado una relacion causal con el uso del talco perineal, tampoco se puede descartar

dicha relaciéon (Cramer et al., 1982; Kufe et al., 2003; Penninkilampi y Eslick, 2018).

Se ha demostrado que el COE esta relacionado con componentes hereditarios, ya que aquellas

mujeres con mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 (genes supresores de tumores asociados
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con el cancer de mama) y con antecedentes familiares de cancer de ovario o de mama, tienen
un riesgo mayor de padecer esta enfermedad. Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2
aumentan el riesgo de COE del 1.6% al 45% y 18%, respectivamente, y se han identificado como
genes causantes del 65% a 75% de COE hereditario. (C. Stewart et al., 2019). En un estudio
realizado por Brett en el 2017, a partir de una cohorte de 6,036 mujeres con mutaciones en los
genes BRCA1 y BRCA2 y de las cuales Unicamente eligieron a 5066 mujeres en total de edad
mediana (38 afios; IQR, 40-55 afios), encontraron que 109 mujeres fueron positivas para COE.
Ademas, la incidencia fue mayor para aquellas mujeres portadoras de mutaciones en el gen
BRCA1 (HR comparando BRCA1 vs BRCA2, IC del 95%, 2.2-5.9 P<0,001), en comparacion con las
mujeres que portaban mutaciones del gen BRCA2. Asimismo, el riesgo acumulado de COE
durante una vida de 80 afios es del 44% (IC del 95%) para las portadoras de mutaciones de
BRCA1 y del 17% (IC del 95%) para portadoras de mutaciones de BRCA2. Adicionalmente, las
mujeres con mutaciones en los genes de reparacién del DNA, como BRIP1, RAD51C y RAD51D
tienen un riesgo de padecer COE del 5.8%, 5.2% y 12%, respectivamente (Brett M. et al., 2017;
Kuchenbaecker et al., 2017; Kufe et al., 2003; Lheureux et al.,, 2019; Ramus et al., 2015; C.
Stewart et al., 2019).

1.4 Clasificacion del cancer de ovario epitelial

El cancer de ovario comprende tres tipos principales: de células germinales, de estroma de
cordon sexual y carcinoma epitelial. Aproximadamente el 90% de los tumores de ovario son
carcinomas epiteliales y con base en su morfologia celular se pueden clasificar en 4 tipos
histoldgicos; seroso, endometrioide, mucinoso y de células claras. Los carcinomas serosos se
clasifican, a su vez, en carcinoma seroso de bajo grado (LGSC; del inglés Low Grade Ovarian
Serous Carcinoma) y de alto grado (HGSC; del inglés High Grade Ovarian Serous Carcinoma),

(Cho & Shih, 2009; C. Stewart et al., 2019).

Carcinoma Seroso de Alto Grado (HGSC)

Entre el 70% y 80% de todos los subtipos de COE son del tipo HGSC y generalmente surge de
lesiones en la superficie del ovario o de la parte distal de las trompas de Falopio. Estd compuesto

por células columnares ciliadas que forman papilas, masas sélida o espacios en forma de
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hendiduras con atipia nuclear (Fig.3). Con respecto a su origen, se cree que la mayoria se
desarrollan a partir de carcinoma intraepitelial tubarico seroso, dentro del extremo fibrilado de
las trompas de Falopio, que se implanta en el ovario y que posteriormente forma una masa
ovarica serosa invasiva de alto grado (Kossai et al., 2018; C. Stewart et al., 2019; Vang et al.,

2013).

Figura 3. Cortes histologicos de tumores de ovario de tipo HGSC. A) Se aprecian espacios microquisticos en forma
de hendidura; perfil de expresion positivo de WT-1, recuadro inferior izquierdo; perfil de expresidn positivo de P53,
recuadro inferior derecho. B) Se aprecia un patron de crecimiento papilar, con células irregulares, atipicas y
grandes. Tincidn con hematoxilina y eosina, 50X. (Modificado de: Assem et al., 2018 y Lheureux et al., 2019)

Los tumores expresan las proteinas WT-1 (Wilm’s tumor-1), ERa (receptor de estrégenos alfa)
y PAX-8 (factor de transcripcion Paired Box 8), en la mayoria de los casos analizados. También
presenta un alto indice proliferativo y hasta en el 10% de los casos se presentan alteraciones
genéticas en BRCA1 y BRCA2. Las alteraciones genéticas especificas asociadas con este subtipo
son de las moléculas: TP53 (hasta en el 96% de los casos), NF1, RB1, CDK12, PTEN y PIK3CA.
(Ghoneum et al., 2018; Kurman y Shih, 2016; Vaughan et al., 2011)

Carcinoma Seroso de Bajo Grado (LGSC)

El subtipo histoldgico LGSC es poco comun representando menos del 5% de los cédnceres de
ovario serosos y el 2% de todos los subtipos de COE. Muestra invasion destructiva, atipia
citoldgica de leve a moderada y una actividad proliferativa relativamente baja, ademas de no
presentar pleomorfismo nuclear como en HGSC. Generalmente se manifiesta como un tumor
sélido y quistico que afecta a la superficie y parénquima del ovario, que se caracteriza por una
poblacion de células cuboideas, columnares vy, a veces, aplanadas (Slomovitz et al., 2020; C.

Stewart et al., 2019).
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Este tipo de carcinoma evoluciona de forma escalonada desde una neoplasia serosa benigna,
citoadenoma seroso/ adenofibroma, a tumores serosos limitrofes de ovario y finalmente a
LGSC. Con respecto a su origen, una hipdtesis actual indica la probabilidad de que provenga de
células epiteliales de las trompas de Falopio que migran a los ovarios durante la ovulacién,
dando origen a quistes de inclusién serosos y posteriormente a citoadenoma seroso (Slomovitz

et al,, 2020; Vang et al., 2013).

Figura 4. Cortes histolégicos y tumor de ovario de tipo LGSC. A) Se observan células con pequefios nucleos
uniformes y patron micropapilar, 50 a 400X. B) Se aprecian células con atipia leve. Tincidn con hematoxilinay eosina
C) Imagen macroscépica del tumor sélido, el cual estad afectando la superficie del parénquima ovarico; se aprecian
espacios quisticos y areas nodulares. (Modificado de: Assem et al., 2018 y Lheureux et al., 2019)

Presenta una tasa proliferativa baja con un indice proliferativo por debajo del 10% y una
expresion normal de p53. Expresa WT-1, receptor de estrégenos (ER) y el receptor de

progesterona (PR). (Ghoneum et al., 2018; Slomovitz et al., 2020)

Carcinoma endometrioide

Representa el 10% de todos los carcinomas epiteliales de ovario. Suelen ser masas solidas
asociados a un buen prondstico, debido a que es un subtipo comun y se diagnostica en un
estadio temprano. Se estima que del 84% al 95% de los casos son diagnosticados en estadios
tempranos (I y Il), mientras del 5 al 16% son diagnosticados en estadios tardios (Ill). (S. Chen
et al., 2021; Singh et al., 2019) Estos tumores estan compuestos por glandulas que se asemejan
al epitelio endometrial y, en su mayoria, presentan una arquitectura glandular con

diferenciacion escamosa, pero también se pueden presentar areas solidas (Fig. 5). Este subtipo
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histologico es el mas frecuente en pacientes con sindrome de Lynch (también llamado cancer
colorrectal (CCR) hereditario no polipdsico). La endometriosis adyacente regularmente se
manifiesta en el momento del diagndstico, por lo que se sugiere que es precursora de este

carcinoma (Kossai et al., 2018; C. Stewart et al., 2019).

Figura 5. Cortes histologicos de tumores de ovario de tipo endometrioide. A) Se observa un patréon quistico con
arquitectura glandular, 50 a 400X. B) Formacion de islas; perfil de expresién negativo de WT-1, recuadro izquierdo;
perfil de expresién positivo de P53, recuadro derecho. Tincion con hematoxilina y eosina. (Modificado de: Assem
etal., 2018 y Lheureux et al., 2019)

De manera caracteristica, el carcinoma endometrioide expresa, ER, PR, PAX-8 y CA125, pero no
expresa WT-1. Ademas, presentan mutaciones en los genes CTNNB-1 (B-catenina), PTEN,
PIK3CA y ARID1A. Frecuentemente, se informa de endometriosis adyacente donde se han

encontrado mutaciones en PTEN y ARID1A (Ghoneum et al., 2018; Kossai et al., 2018).

Carcinoma mucinoso

Este subtipo histoldgico representa el 3% de los casos de COE. Generalmente, son tumores
primarios muy grandes (>15 cm de didmetro), por lo que se presentan sintomas cuando el
tumor aun estd localizado en el ovario. Los tumores estan compuestos por quistes y glandulas
de tamafio variable, las células son columnares y estratificadas, con un gran citoplasma que
contiene mucina. En el 2014, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) introdujo una novedosa
clasificacion histolégica del carcinoma mucinoso, con dos categorias segln su patréon de
crecimiento tumoral: 1) subtipo expandible y 2) subtipo infiltrativo. El primero estd compuesto
por un patrén confluente o expandible de crecimiento glandular, un patrén papilar y con
invasion estromal nula o minima, por lo que tienen buen prondstico. El segundo subtipo
muestra invasion estromal destructiva por glandulas malignas y, a menudo, se asocia con una

reaccion desmoplasica (colagenizacion del estroma del tumor), por lo tanto, presenta un mayor
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riesgo de diseminacion extra ovarica (Fig. 6), (Kossai et al., 2018; Morice et al., 2019; C. Stewart

et al., 2019).

Progresion maligna

Carcinomas mucinosos

Figura 6. Cortes histoldgicos de tumores de ovario de tipo mucinoso. A) Se aprecian glandulas de gran tamafio con
células columnares, 50 a 400X. B) Tumor mucinoso limitrofe con presencia de glandulas quisticas con invasién
estromal nula o minima. C) Subtipo expandible, presencia de glandulas sin invasidén estromal. D) Subtipo infiltrativo,
grupo de células malignas con invasion destructiva del estroma. Tincién con hematoxilina y eosina. (Modificado
de: Morice et al., 2019 y Lheureux et al., 2019)

Suelen expresar marcadores gastrointestinales CK20, CDX2, CK7 y mutaciones moleculares del
gen KRAS. Generalmente, los genes MUC2, MUC3 y MUC17 se expresan en este subtipo. Suelen
ser negativos para receptores hormonales (ER, PR y AR; receptor de andrégenos) y WT-1.

(Ghoneum et al., 2018; Kossai et al., 2018).

Carcinoma de Células Claras

Estos tumores representan el 10% de todos lo COE y suelen presentarse como una gran masa
pélvica caracterizada por estar constituida por células claras (debido a que estan llenas de
glucogeno), grandes, cubicas, que suelen mostrar una mezcla de patrones de crecimiento que
incluyen crecimiento tumoral de patrén sélido, tubulocistico o papilar. Existe una variante

oxifilica que muestra un citoplasma eosindfilo (Fig. 7), (Kossai et al., 2018).
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Figura 7. Cortes histoldgicos de carcinoma de ovario de células claras. Ay B) Se observan células grandes con
citoplasma claro por el alto contenido de glucégeno, 50 a 400X. Tincidon con hematoxilina y eosina. (Modificado de:
Kossai et al., 2018 y Lheureux et al., 2019)

Estos tumores no suelen expresar WT-1, p53 ni ER. Expresan el factor alfa inducible por hipoxia
1 (HIF-1a), el glipicano-3 y el factor nuclear de hepatocitos 1-beta (HNF-1 beta). Ademas,
presenta alteraciones genéticas incluyendo mutaciones en ARD1A, KRAS, PTEN y PIK3CA.
(Ghoneum et al., 2018; Kossai et al., 2018)

De manera resumida, en la tabla 1 se muestran las principales caracteristicas de los 5 subtipos

histoldgicos.

Tabla 1. Caracteristicas de los subtipos histoldgicos del COE. (Modificado de: Kossai et al., 2018).

Caracteristicas de los 5 subtipos histolégicos del COE
HGSC LGSC Endometrioide Mucinoso Células claras
Frecuencia ~70-80% ~5% ~10% ~3% ~10%
Expresion WT-1+, ERa+y WT-1+, ERa+y WT-1+, ERa+y WT-1-, ERa- WT-1-, ERa-y,
molecular TP53+ PR+ PR+ y PR- TP53-

1.5 Factores de riesgo y protectores asociados al COE

Dentro de los factores de riesgo, la historia reproductiva y el nimero de ciclos de ovulacion
tienen el mayor impacto en el desarrollo de la enfermedad. Asi como la endometriosis, la
nuliparidad y el tratamiento con farmacos contra la infertilidad para inducir ciclos de ovulacién
estan asociados con un incremento de padecer COE (Bareppady & Nayak, 2019; Kufe et al.,

2003; Momenimovahed, Tiznobaik, et al., 2019; Rizzuto et al., 2019).

Durante décadas, se han considerado diversos parametros de la historia reproductiva dentro
de los factores de riesgo. Se ha reportado que la menarquia temprana (<13 afios) y la
menopausia tardia (=50 afios) aumentan el riesgo de padecer COE al aumentar el nimero de
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ciclos ovulatorios. Ademas, una edad tardia en la menarquia retrasa el incremento de la sintesis
y secrecion de gonadotropinas (LH y FSH), posiblemente reduciendo el riesgo de COE. Sin
embargo, estos hallazgos no son concluyentes, ya que en el 2019 se realizd un estudio para
determinar si existia una relacién significativa entre la menarquia temprana y el cancer de
ovario, en donde se eligieron a mujeres (n=100) basados en criterios de inclusion (mujeres con
cancer de mama o de ovario). El 36% se encontraba en el grupo de edad de 45 a 54 afios, el
56% de las mujeres experimentaron menarquia temprana y el 38% de las mujeres fueron
diagnosticadas con cancer de ovario. Los datos obtenidos demostraron que, el 19% de las
mujeres que padecian cancer de ovario experimentaron menarquia temprana y la diferencia
media del cancer de ovario no fue significativa, rechazando la hipdtesis de la existencia de una
relacion entre la menarquia temprana vy el riesgo de padecer cancer de ovario (Bareppady &
Nayak, 2019). Asimismo, en el mismo afio Mansha reportd los resultados de su investigacion a
partir de un estudio de 200 pacientes diagnosticadas con cancer de ovario a las cuales se les
aplicé un cuestionario en donde incluian la edad de la menarquia y edad de inicio de la
menopausia. De acuerdo con lo reportado, no existe una relacién significativa (p=0.53) entre la
menarquia temprana y el cancer de ovario, al igual que la menopausia tardia (p=1.0). Sin
embargo, se demostrd que la menarquia temprana se asocio significativamente (p= 0.005) con
antecedentes de cancer de mama, lo que a su vez aumenta el riesgo de cancer de ovario.
Aquellas pacientes con cancer de ovario que tuvieron su primera menarguia a una edad <13
afios, presentan 2.8 veces mas probabilidad de tener cancer de mama que las pacientes que
experimentaron su primera menarquia a los 13 o mas afios (Bareppady & Nayak, 2019; Brett M.
et al., 2017; Mansha et al., 2019). Dichos reportes se pueden explicar debido a que, al igual que
con las mujeres nuliparas, se presenta una ovulacion continua por lo que existe un mayor
numero de lesiones en la superficie epitelial del ovario, por esta razén se considera un factor de
riesgo importante en el COE. Asimismo, se ha demostrado que, la ovulacion incesante aumenta
la tasa de division celular asociada con la reparacion del epitelio después de cada ovulacién,
aumentando las mutaciones espontaneas asociada con el desarrollo de COE. Por otro lado,

existen factores que reducen el riesgo de COE, los cuales interrumpen la ovulacién como, por
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ejemplo, el embarazo, el uso de anticonceptivos orales y la lactancia (Brett M. et al., 2017;

Trabert et al., 2020).

La estimacién de los ciclos ovulatorios acumulados durante la vida de la mujer se obtiene a
través de algoritmos que calculan el tiempo entre la menarquia y la menopausia, restando los
presuntos ciclos anovulatorios, debido a la duracién del uso de anticonceptivos orales y
embarazo(s). En el 2020 se realizé un estudio donde se investigd la asociacion del nimero de
ciclos ovulatorios durante la vida de las mujeres utilizando datos prospectivos del Consorcio de
Cohortes de Cancer de Ovario (OC3; del inglés Ovarian Cancer Cohort Consortium), en donde
reportaron que las mujeres con >514 ciclos ovulatorios acumulados tienen casi el doble de
probabilidades de ser diagnosticadas con cancer de ovario que las mujeres con menos de 294
ciclos ovulatorios acumulados. Por cada aumento de cinco afios, en promedio aumentan 60
ciclos ovulatorios, aumentando el riesgo en un 14% (IC 95%, 1.10-1.17). Cada aumento de cinco
afios se asocid con un mayor riesgo de padecer cancer de ovario seroso (IC 95%, 1.09-1.17),
endometrioide (IC 95%, 1.10-1.32) y de células claras (IC 95%, 1.18-1.58). El mecanismo por el
cual el proceso ovulatorio favorece la carcinogénesis es desconocido; sin embargo, se han
propuestos varias teorias, que incluyen: un ambiente proinflamatorio agudo, sintesis o
secrecion alterada de gonadotropinas y/o exposicion a hormonas esteroides (Brett M. et al.,

2017; Trabert et al., 2020).

Por otro lado, la endometriosis, que es uno de los trastornos ginecolégicos mas comunes debido
a que afecta del 5-10% de las mujeres en edad reproductiva y hace referencia a la presencia de
tejido endometrial mas alla de la cavidad uterina, es dependiente de estrégenos y causante de
sintomas de dolor pélvico crénico, dismenorrea, dispareunia e infertilidad. A pesar de ser
considerada como una condicion benigna, desde la década de 1920 se ha asociado con el cancer
de ovario. Con el tiempo, se obtuvo evidencia de que el origen del COE de los subtipos
histolégicos; endometrioide y de células claras, era la transformacion del epitelio endometrial.
Esto sugiere que la inflamacion crdonica, junto con el estrés oxidativo, puede desempefiar un
papel crucial en la transformacion maligna. Dicha evidencia se basa en la presencia de
endometriosis en el 15-20% de los tumores ovaricos de células claras y endometrioides, asi

como un incremento de dos a tres veces en el COE en mujeres con endometriosis.
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Recientemente, Metalliotakis y colaboradores en 2018 reportaron un andlisis retrospectivo de
datos clinicos-patolégicos sobre la relacion de la endometriosis ovarica y el carcinoma de ovario
en 1000 mujeres que padecian de endometriosis. Los resultados indicaron que el carcinoma
endometrioide fue mas frecuente (60%) seguido del carcinoma de células claras (20%) y de los
carcinomas serosos y mucinosos (20%). En la mayoria de los casos, se observd una
transformacién maligna de la endometriosis en carcinoma endometrioide o de células claras.
Por lo tanto, se concluyd que las mujeres con endometriosis tienen un mayor riesgo de
desarrollar varios subtipos histologicos de COE, mas frecuentemente el carcinoma
endometrioide. Ademas, se demostré que la endometriosis ovarica se asocia con un riesgo 4
veces mayor de COE, en un estudio de cohorte de 9064 mujeres con endometriosis. Sin
embargo, el mecanismo molecular por el cual se lleva a cabo la transformacién maligna de la
endometriosis continlda siendo controvertido y no se ha esclarecido de manera precisa (Brett
M. et al., 2017; Herreros-Villanueva et al., 2019; Kok et al., 2015; Matalliotakis et al., 2018; Su
et al., 2020).

La infertilidad es descrita como un grupo heterogéneo de afecciones bioldgicas que pueden ir
desde infecciones del tracto genital y alteraciones de las trompas de Falopio, hasta afecciones
médicas como endometriosis y sindrome de ovario poliquistico. Esta parece ser un factor de
riesgo de desarrollar COE, sin embargo, no existen datos concluyentes. El efecto de los farmacos
para favorecer la fertilidad sobre el COE se ha destacado durante varias décadas. La demanda
de estos medicamentos y los procedimientos de fertilidad asistida han ido en incremento en los
ultimos 20 afios debido al aumento de mujeres que posponen su embarazé después de los 35
afios. Generalmente, existen dos tipos de medicamentos para favorecer la fertilidad: 1)
medicamentos orales que estimulan indirectamente a los ovarios, estimulando la glandula
hipofisiaria para una mayor sintesis y secrecién de LH y FSH. Entre los medicamentos utilizados
se encuentra el citrato de clomifeno, metformina, tamoxifeno, letrozol, anastrozol, pioglitazona
y rosiglitazona. Cada uno de estos medicamentos afecta el eje hipotadlamo- hipdfisis- ovario de
manera diferente. Sin embargo, el medicamento predominante para estimular la ovulacién en
pacientes con ovulacién irregular o anovulacion es el citrato de clomifeno, que promueve un

incremento en la secrecién de FSH, provocando la estimulacion del desarrollo de los foliculos
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ovaricos que contienen a los ovocitos. 2) Medicamentos inyectables, como FSH, LH, agonistas y
antagonistas de GnRH y gonadotropina coriénica humana (hCG), que tienen un efecto directo

sobre el ovario (Ali, 2018; Brett M. et al., 2017).

Un estudio de cohorte realizado entre 1988 y 2013 reveld que el riesgo de desarrollar cancer
de ovario aumenta en las personas con antecedentes de tratamientos de fertilizacion in vitro
(FIV), (HR ajustado 3.9; IC del 95%: 1.2-12.6), en comparacién con mujeres sin antecedentes de
tratamientos de fertilidad. En este estudio de cohorte mostraron un aumento en la incidencia
de cancer de ovario después de la exposicion a citrato de clomifeno (IC del 95%; 1.91-13.75),
(Kessous et al., 2016). Se demostré en otro estudio de cohorte de 2768 mujeres que, el uso de
citrato de clomifeno aumenta el riesgo de cancer de ovario (IC del 95%; 1.54) (Sanner et al.,
2009). Aungue varios estudios han sugerido una relacion entre el uso de farmacos inductores
de la ovulacion y el riesgo de cancer de ovario, existen estudios que no han mostrado un
aumento significativo en el riesgo de cancer de ovario al tomar farmacos inductores de la
ovulacién. En un estudio de cohorte de 54,362 mujeres, se informo que el riesgo de cancer de
ovario no aumentd con el uso de citrato de clomifeno, gonadotropinas, hCG y GnRH, y que no
existe relacion entre la duracién del uso del farmaco y el riesgo de cancer de ovario (Jensen

et al., 2009).

Por otra parte, se ha establecido que entre los factores asociados con una disminucion del
riesgo de desarrollar cdncer de ovario se encuentran el uso de anticonceptivos orales, la paridad
obstétrica y la lactancia (Braem et al., 2010; Momenimovahed, Tiznobaik, et al., 2019; Ness,

2000; Riman et al., 2004; Tsilidis et al., 2011).

En un estudio de casos y controles se demostré que el uso de anticonceptivos orales conduce a
una disminucion significativa en el riesgo de cancer de ovario en un 20% de reduccion por cada
5 afios de uso. Ademas, se reportd que este efecto persiste durante muchos afios después de
la interrupcion de su uso (Riman et al., 2004). Asimismo, la paridad esta intimamente asociada
con un efecto protector con respecto al cdncer de ovario. Se ha reportado que las mujeres que
tienen hijos presentan un 26% menor de riesgo de cancer de ovario en relacién con las mujeres

nuliparas (RR=0,74; IC del 95%: 0,70 a 0,79). Existe una reduccién del riesgo de cancer de ovario
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en el primer parto, con una reduccion de riesgo de casi el 20% en comparacion con las mujeres
nuliparas RR = 0.82; IC del 95%: 0.76 a 0.89). Ademas, las mujeres nuliparas tienen
aproximadamente un 50% mas de riesgo de cancer de ovario endometrioide (RR = 1.49, IC del
95%: 1.18-1.89, P =0.001) y casi un 70% mas de riesgo de tumores de células claras (RR = 1.68,
IC del 95%: 1.29-2.20, p <0.001), con un menor aumento del riesgo de tumores mucinosos (RR
=1.26, IC 95%: 1.02-1.57, p = 0.03), y un aumento pequefio y no significativo en el riesgo de
tumores seroso (RR = 1.10, IC del 95%: 0.99-1.22) (Gaitskell et al., 2018). En otro estudio de
cohorte de 441,382 mujeres, se pudieron identificar 454 mujeres diagnosticadas con carcinoma
del tipo HGSC, determinando que el aumento de la paridad se asocié con un riesgo reducido de
HGSC en mujeres sin antecedentes personales de cancer de mama (HR 0.57; IC del 95%: 0.44 a
0.73), pero no en mujeres con antecedentes personales de cancer de mama (HR 1.48; IC del
95%: 0.74)-2.95) (L. M. Stewart et al., 2018). Asimismo, en un estudio donde se incluyeron a
mujeres diagnosticada con cancer de ovario entre los aflos 1994-2013, se pudieron identificar
5412 casos de cancer de ovario y se determind la existencia de una tendencia en la reduccion
de riesgo para canceres serosos y de células claras, para aquellas mujeres que tuvieron al menos
un embarazo antes de los 55 afios (Toufakis et al., 2021). Por otro lado, la relacién entre la
lactancia materna y el desarrollo de cancer de ovario indica que el riesgo de desarrollar cancer
de ovario disminuye en un 8% con cada cinco meses de lactancia (Cibula etal., 2011;
Collaborative Group on Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2008; «Evaluation of Local
Control in Buccinator Muscle Excision with the Skin Versus Buccinator Muscle Excision without
the Skin in Buccal Squamous Cell Carcinoma», 2021; Gaitskell et al., 2018; Iversen et al., 2018;
L. M. Stewart et al., 2018; Toufakis et al., 2021).

1.6 Diagndstico del COE

Durante mas de una década se ha buscado mejorar la deteccidon oportuna, asi como el
tratamiento mas eficiente contra el COE, esto porque la mayoria de las pacientes fallece ante la
enfermedad. Algunos factores que obstaculizan la lucha es el diagndstico tardio, asi como un
alto grado de heterogeneidad molecular en los tumores; sin embargo, se ha logrado un
progreso en la comprension de la biologia del COE, asi como la capacidad de detectar sintomas

(Hunn & Rodriguez, 2012).
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Los sintomas de COE suelen ser inespecificos y facilmente atribuibles a otras patoldgicas. Las
sospechas de presentar esta neoplasia son acompafadas de la informaciéon proveniente de la
historia clinica, presentando especial énfasis en los factores de riesgo y de proteccion para el
desarrollo de esta neoplasia. En estudios de casos y controles se ha propuesto un indice
prondstico sintomatico que incluye: dolor pélvico, dolor abdominal, incremento del tamafio
abdominal, inflamacién, dificultades para comer o saciedad temprana. Se ha informado que, la
obstruccidn intestinal y derrame pleural, generalmente se deben a estadios avanzados de
diseminacién del cancer. Los sintomas se evallan retrospectivamente y se considera positivo si
el sintoma ha estado presente al menos 12 veces al mes en el Ultimo afio. Se demostrd que la
presencia de estos sintomas tenia una baja sensibilidad (56.7%) para la enfermedad en etapas
tempranas, pero alta sensibilidad (79.5%) en la enfermedad en etapas tardias. La especificidad
fue del 90% en mujeres de 50 afios mayores, y de un 86.7% en mujeres jovenes (Doubeni et al.,

2016; Ghoneum et al., 2018; Goff et al., 2007).

Tras la historia clinica y la evaluacion de la sintomatologia, si existe una sospecha de la presencia
de esta neoplasia, se realiza un examen fisico que incluye la examinacion recto-vaginal con la
vejiga vacia para evaluar masas pélvicas o abdominales. Las dificultades que presenta esta
exploracion es que puede resultar inespecifica, sobre todo en pacientes obesas, dificultando la
palpacién de la masa. También se buscan signos de disfuncionalidad endocrina, sindromes

paraneopldsicos y enfermedad metastasica (Doubeni et al., 2016; Timmerman et al., 2010).

Posteriormente se realiza un ultrasonido transvaginal, que determina la arquitectura del ovario
y su vascularizacidén, con esto es capaz de diferenciar entre quistes y masas sdlidas. La
sensibilidad de esta herramienta para discriminar entre lesiones benignas y malignas es del 86

al 94% (Doubeni et al., 2016).

Estos métodos, -se complementan con estudios que incluyen biometria hematica y quimica
sanguinea, con examen de funcion hepatica, también se pueden incluir algunos marcadores de
suero como el antigeno de cancer 125 (CA125) y HE4 (Human Epididimys Protein 4), (Doubeni
et al., 2016).
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1.7 Estadificacion del COE

La estadificacion del COE se realiza de acuerdo con los parametros propuestos por la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) el cual se ha actualizado a partir del 2014. Los
estadios iniciales del cancer de ovario comprenden los estadios |, Il y los estadios avanzados
comprenden los estadios Il y IV (Forstner et al., 2016; Reid et al., 2017; Zeppernick y Meinhold-
Heerlein, 2014).

Estadio I: Cancer limitado a los ovarios

Estadio IA: Cancer limitado al ovario, sin ascitis, capsula intacta, sin tejido tumoral en la

superficie externa.

Estadio IB: Cancer en ambos ovarios, sin ascitis, capsula intacta, sin tejido tumoral en la

superficie externa.

Estadios IC: Cancer en uno o ambos ovarios y alguna de las siguientes condiciones:
Estadio IC1: Derrame quirurgico; ruptura de la cdpsula externa durante la
extirpacion quirdrgica.

Estadio IC2: Ruptura de la cdpsula externa antes de la intervencién quirdrgica o

tumor en la superficie.

Estadio IC3: Ascitis o lavado peritoneal con presencia de células malignas.
Estadio Il: El tumor afecta a uno o ambos ovarios, o trompas de Falopio con extensidon pélvica

(debajo del borde pélvico).

Estadio IIA: Diseminacion a Utero, trompas de Falopio u ovarios

Estadio IIB: Diseminacion a otros tejidos pélvicos

Estadio IIC: Estadio IIA o 1IB con tejido tumoral en la superficie del ovario o ruptura de la

capsula, ascitis, o lavado peritoneal con presencia de células malignas.
Estadio Ill: El tumor afecta a uno o ambos ovarios o trompas de Falopio, con diseminacion
confirmada al peritoneo fuera de la pelvis y metastasis a los ganglios linfaticos
retroperitoneales.

Estadio IlIA: Diseminacién a ganglios linfaticos retroperitoneales y/o metastasis

microscopica mas alla de la pelvis.
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Estadio [lIA1l: Metastasis confirmada uUnicamente a ganglios linfaticos
retroperitoneales
Estadio IlIA1 (i): La metastasis miden 10 milimetros (mm) o menos.
Estadio IIIAL(ii): Metastasis miden mas de 10 mm.
Estadio IlIA2: Diseminacion peritoneal extrapélvica microscopica (por encima del
borde pélvico), con o sin metastasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales.
Estadio IlIB: Metastasis peritoneal macroscdpica mas alla de la pelvis £ 2 cm, con o sin
metastasis a los ganglios linfaticos retroperitoneales (incluyendo extension del tumor a
la capsula del higado y el bazo).
Estadio IlIC: Metastasis peritoneal macroscépica mas alla de la pelvis > 2cm, con o sin
metastasis en los ganglios linfaticos retroperitoneales (incluyendo extension del tumor
a la capsula del higado y el bazo).
Estadio IV: Metastasis a tejidos distales.
Estadio IVA: Derrame pleural
Estadio IVB: Metdstasis a drganos extra abdominales (incluyendo ganglios linfaticos

inguinales y ganglios linfaticos fuera de la cavidad abdominal).

1.8. Hormonas esteroides y COE

Las hormonas esteroides y sus receptores esteroides (SHR; del inglés Steroid Hormone
Receptors), juegan un papel clave tanto en el desarrollo del ovario normal, como en la etiologia
de tumores epiteliales maligno, sugiriendo un papel critico en la progresion del COE.
Especialmente, estudios in vitro y evidencias epidemioldgicas, muestran el papel potencial de
los estrégenos, la progesterona vy los andrégenos en la regulacién, proliferacion e invasion de
las células epiteliales cancerosas del ovario (Akahira et al., 2001; Wada-Hiraike et al., 2006; C.

Zhao et al., 2008).
1.8.1 Biosintesis de estrogenos en el ovario

La estrona (E1), 17B-estradiol (E2) y estriol (Ez), pertenecen a un grupo de hormonas femeninas
enddgenas denominadas estrégenos (Fig. 8). Quimicamente, son compuestos organicos

conocidos como esteroides y su estructura central estd formada por 17 enlaces carbono-
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carbono dispuestos como cuatro anillos fusionados, formando el nucleo bdsico de los
esteroides, el ciclopentanoperhidrofenantreno (tres anillos de ciclohexano y un anillo de
ciclopentano). Los tres estrégenos estan compuestos por 18 carbonos; esteroides C18.
Consisten en un anillo benceno, un grupo hidroxilo fendlico y un grupo cetona (estrona), o uno
(E2) o dos (Es) grupos hidroxilo. Si bien las mujeres producen todos los estrégenos durante toda
la vida, las concentraciones tienen fluctuaciones en las diversas etapas de la vida (Fuentes &

Silveyra, 2019; Samavat & Kurzer, 2015; Watson et al., 2008).

Estriol (E3)

Estrona (E1)

Figura 8. Estructuras quimicas de estrégenos enddgenos. Estrona (E1), estradiol (Ez2) y estriol (Es) (Modificado de:
Watson et al., 2008).

El termino estrogeno deriva del griego oistros (estro) y gennan (producir). Los tres estrégenos
naturales (E1, E; y E3) tienen la capacidad de unirse a receptores de estrogenos (ER) tanto
nucleares como membranales, con diferente afinidad y respuesta celular. ComUnmente la
palabra “estrogeno” es usada para referirse sdlo al E;, debido a que es el estrégeno
bioldogicamente mas activo, predominando durante los afios reproductivos y secretado
principalmente por las células de la granulosa de los ovarios, las cuales estan situadas junto a
las células de la teca. Sin embargo, la concentracion de Ez predomina durante el embarazo y es
el estrégeno mas abundante en la orina de todas las mujeres. Mientras que el E1 generalmente
se encuentra en concentraciones altas durante la menopausia (Fuentes & Silveyra, 2019;

Samavat & Kurzer, 2015; Watson et al., 2008).

El colesterol, especificamente el colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL) es el sustrato

principal para la biosintesis de hormonas esteroides (esteroidogénesis). A través de la
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esteroidogénesis el colesterol C27 se metaboliza por varias vias enzimaticas convirtiéndose en
hormonas esteroides de 21 carbonos (pregnanos, progestagenos), 19 carbonos (androstanos)
y 18 carbonos (estranos) en las génadas, corteza suprarrenal y el tejido adiposo. Sin embargo,
el principal sitio donde se lleva a cabo la sintesis de estrogenos es en los ovarios (Fuentes &

Silveyra, 2019; Miller, 2017; Samavat & Kurzer, 2015).

La produccién de andrdgenos en las células de la teca es regulada por la unién de la LH al
receptor de LH (LHCGR, del inglés luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor). Mientras
qgue la unién de la FSH al receptor de FSH (FSHR, del inglés follicle-stimulating hormone
receptor), estimula a las células de la granulosa mediante la aromatizacion de andrégenos a
estréogenos, por medio de la aromatasa. El paso inicial y limitante de la esteroidogénesis es la
translocacién del colesterol hacia la membrana mitocondrial interna, proceso que esta regulado
por la proteina StAR. La expresion de StAR esta regulada por un mecanismo que implica la unién
de LH a LHCGR. Dicho receptor se encuentra acoplado a proteinas G en las células de la teca de
los ovarios y una vez que la LH se une, promueve la estimulacion de adenilato ciclasa, que
cataliza la produccion de adenosin monofosfato ciclico (CAMP, por sus siglas en inglés) a partir
de adenosin trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés). El cAMP activa a la proteina cinasa A (PKA,
por sus siglas en inglés), enzima que cataliza la fosforilacion de la proteina CREB (proteina que
se une al elemento de respuesta al cAMP, por sus siglas en inglés), promoviendo la transcripcién
de StAR y otros factores que estan asociados con la producciéon de hormonas esteroides (Fig.
9). En la membrana mitocondrial interna, el colesterol se convierte en pregnenolona, hormona
gue actla como precursor de todas las hormonas esteroides y puede difundirse entre las células
de la granulosa que se encuentran adyacentes y hacia células de la teca. La sintesis continda
con la conversién de pregnenolona en androstenediona, la cual puede convertirse en
androgenos, como testosterona y dihidrotestosterona, o difundirse hacia las células de la
granulosa a través de la [damina basal. En las células de la granulosa, la androstenediona se
convierte en E; por la enzima CYP19A1, también conocida como aromatasa. La E1 se convierte
en E, por la enzima 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B-HSD). Ademas, la testosterona
se puede metabolizar E; y E1, mediante la accion de la aromatasa en los tejidos periféricos,

incluidos las células adiposas y los huesos. En general, los estrogenos normalmente son
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producidos por los ovarios y en cantidades pequefias por otros tejidos como el pancreas,
higado, glandulas suprarrenales, tejido adiposo y la mama. También en condiciones fisiolégicas
especificas como el embarazo, se pueden sintetizar estrogenos en la placenta. (Barakat et al.,
2016; Fuentes & Silveyra, 2019; Simpson et al., 2002)

3
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Figura 9. Asociacién de las células de la teca y de la granulosa en la biosintesis de estrogenos. La hormona
luteinizante (LH) induce la produccién de andrdgenos en las células de la teca. La hormona foliculoestimulante
(FSH) estimula a las células de la granulosa mediante la aromatizaciéon de andrégenos (androstenediona) a
estrégenos (estradiol) y mediante el uso de colesterol para producir pregnenolona, la cual es la hormona
precursora de todas las hormonas esteroides. El proceso ocurre en el foliculo ovarico, compuesto por el ovocito,
células de la granulosa, lamina basal y células de la teca. CREB, proteina de unién al elemento de respuesta de AMP
ciclico; PKA, proteina cinasa A; LDL, lipoproteinas de baja densidad; cAMP, adenosin monofosfato ciclico; StAR,
proteina reguladora aguda de esteroides; P450c17,17a, 17a-hidroxilasa/liasa; 17BHSD, 17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (Fuentes and Silveyra, 2019).

1.8.2 Estrégenos en el COE

La evidencia que relaciona los estrogenos con el COE es contradictoria. Por una parte, se sabe
gue el embarazo eleva las concentraciones de estrogenos circulantes, pero reduce las
concentraciones intraovaricas. Los anticonceptivos reducen las concentraciones de estrogenos
enddgenos. Las terapias de remplazo hormonal, con correlacion positiva para el desarrollo del
COE, aumentan los estrogenos circulantes. La endometriosis esta asociada con un incremento
en la produccién de E; circulante, asi como un incremento en la expresiéon de ERa. Ademas, las
concentraciones del E; circulante aumentan en las etapas de la perimenopausia, comparados

con las observadas en la edad reproductiva. Asimismo, las mujeres con edad temprana en la
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menarquia y con edad tardia en la menopausia, tienen mayor tiempo de exposicidén a
estrogenos. Estos datos indican que el aumento en las concentraciones circulantes de
estrégenos se correlaciona con el riesgo de desarrollar COE (Killick et al., 1987; Prior, 2005;

Trabert et al., 2019).

1.9 Receptores de hormonas esteroides y receptores de estrégenos

Gran parte de la regulacion de las hormonas esteroides es a través de su interaccion con
receptores nucleares. La superfamilia de receptores nucleares (NR, por sus siglas en inglés) son
factores de transcripcidn que regulan la expresidon génica en respuesta a su ligando y mediante

el reclutamiento de correguladores (McKenna & O’Malley, 2002).

Respecto a su estructura, se sabe que estos receptores nucleares contienen una regién amino
(N) terminal, con un dominio regulador que contiene la funcion de activaciéon de la transcripcién
o AF-1, que actla de manera independiente de ligando, y un dominio dependiente de ligando
AF-2, en el extremo carboxilo (C) terminal. En la region central se encuentra el dominio de unién
a DNA (DBD, por sus siglas en inglés) el cual tiene una region conservada con dos dedos de zinc
gue se unen directamente al DNA en secuencias denominadas elementos de respuesta a
hormonas (HRE, por sus siglas en inglés). Posteriormente, tiene una regidn bisagra que conecta
el dominio DBD y el dominio de unién al ligando (LBD, por sus siglas en inglés), (Fuentes &

Silveyra, 2019; McKenna & O’Malley, 2002).

Existen dos ER generadas por distintos genes: ERa y ERB. Ambos contienen los dominios
funcionales que caracterizan a la superfamilia de NR, con un alto grado de homologia en sus
dominios DBD y LBD, 97 y 60%, respectivamente. El tamafio del ERa completo es de 595
aminoacidos y pesa 67kDa, mientras que el ERB tienen 530 aminoacidos de longitud, con un
peso de 59 kDa; la principal diferencia entre ambas proteinas es que el domino amino (N)
terminal es mas corto en el ERB en contraste con el ERa (Fig. 10), (RNAal et al., 2017; Fuentes

and Silveyra, 2019; Osborne et al., 2001).

Se ha reportado que, en las mujeres en edad fértil, el ERa se localiza principalmente en las

células de la teca y el estroma ovarico en el cuerpo lUteo y el epitelio superficial de los ovarios.
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Por otro lado, el ERB, se expresa en las células de la granulosa, las células de la teca, e | epitelio

de superficie y el cuerpo Iuteo (S. P. Langdon et al., 2020; Tang et al., 2019).

NTD/ AF-1 DBD hing LBD/ AF-2
1 1. |
ERa N AB | C [D] EF |-COOH 67402
1 180 263 302 593
NTD/AF-1  DBD hinge LBD/ AF-2
1 1M :
ERB Nb,-[  AB | C D] EF |-COOH  5%Da
1 144 227 265 530

Figura 10. Organizacioén estructural de los receptores de estréogenos. Los dominios estructurales del receptor de
estrogeno a (ERa) (595 a.a.) y el receptor de estrogenos B (ERB) (530 a.a.) se etiquetan con la letra A hasta la F.
Ambos receptores comparten dominios estructurales: Dominio amino (N) terminal (NTD, domino A/B, AF-1),
dominio de unién al ADN (DBD, dominio C), bisagra (domino D), dominio carboxilo (C) terminal, que contiene el
domino de unién al ligando (LBD, domino E/F, AF-2), (Modificado de: Fuentes and Silveyra, 2019).

Ademads, se han hecho diversos reportes de la expresion del ERa en COE, sin embargo, el estudio
mas grande se reportd en el 2013, en donde se investigaron a 2,933 mujeres y el porcentaje de
positividad de ERa mediante inmunohistoquimica. El subtipo histolégico HGSC se identificod con
un 81% de positividad, el LGSC con un 88% y los carcinomas endometrioides con un 77%. Por el
contrario, la positividad de los carcinomas mucinosos fue menor con un 21% vy con el 20% en
los carcinomas de células claras. (Sieh et al., 2013) Asimismo, el ERa se ha relacionado con la
estimulacion proliferativa y para demostrar esta funcién en células malignas de cancer de ovario
se han realizado experimentos a partir de las lineas celulares ES-2, SKOV-3, OVCAR-3, OVCAR-4
y OVCAR-5 tratados con ligando especificos para el ERa o para el ERB, mostrando que los
tratamientos con 4,4',4"-(4-Propil-[1H]-pirazol-1,3,5-tril)trisfenol (PPT), un ligando especifico de
ERa, pero no con el ligando Diaril propionitrilo (2,3-bis(4-Hidroxifenil)-propionitrile (DPN),
especifico para ERB, tienen como resultado una estimulacién en el crecimiento de estas células,
confirmando el papel de ERa en la proliferacion mediada por estrogenos. De manera inversa, la
sobreexpresion de ERPB resulta en una inhibicién de la movilidad e invasién de células de cancer
de ovario. Asimismo, Treeck y colaboradores (2007), confirmaron que el ERB disminuye la

proliferacion y migracién en la linea celular de COE SK-OV-3. Mientras que en un estudio
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reportado por Schiler-Toprak y colaboradores (2017), en donde utilizaron agonistas de ERB
(ERb-040, WAY200070, liquiritigenina y 3B-adiol) a una concentracién de 10 nM, en la linea
celular OVCAR-3, demostraron que disminuye significativamente la proliferacion celular (Y.

Feng, 2011; O’Donnell et al., 2005; Schiler-Toprak et al., 2017, 2018; Treeck et al., 2007).

Se ha sugerido que la proporcion de expresion de ERa/ERPB va cambiando conforme progresa el
carcinoma (ovario normal/ estadios tempranos/metastasis) con la perdida en la expresiéon de
ERB y un incremento en la expresion de ERa. (Langdon et al., 2020) Se ha reportado que en las
lineas celulares de COE, SKOV3 y OV2008, se expresan ambos subtipos de receptores. Ambas
lineas celulares se trataron con 1,3-bis (4-hidroxifenil) Dihidrocloruro de -4-metil-5- [4- (2-
piperidiniletoxi) fenol] -1H-pirazol (MPP)-antagonista de ERa o el agonista de ERB, DPN
resultando en la supresion de la proliferacién celular en ambas lineas celulares. Por el contrario,
el tratamiento con el agonista de ERa (PPT) o el 4- [2-fenil-5,7- bis (trifluorometil) pirazolo [1,5-
a] -pirimidin-3-il] fenol (PHTPP) - antagonista de ERB mejoro significativamente la proliferacion
celular de ambas lineas celulares. Confirmando que el ERa promueve la proliferacion celular

mientras que el ERB tiene un efecto inhibidor en células de COE (Chan et al., 2014).

Existe una variedad de genes que estan regulados por estréogenos y de manera general, los
genes estrogeno regulados pueden ser factores de crecimiento, receptores de factores de
crecimiento u otras moléculas de sefializacién. Su mas potente activador en ambos subtipos es

el E; (Osborne et al., 2001).

1.9.1 Mecanismo y via de sefializacién mediada por el receptor de estrégenos (ER)

Los estrégenos pueden atravesar la membrana plasmatica e interactuar con el ERa y ERPB
activandolos, para ejercer efectos directos al unirse a secuencias especificas de DNA. De manera
alternativa, los estrégenos pueden activar cascadas de sefializacién a través de la interaccion
con GPER1 (Del inglés G-protein coupled estrogen receptor 1) y/o ERa y ERB. Los eventos de
sefializacion mediados por estrégenos pueden dividirse en gendmicos y no gendémicos. Los
eventos genomicos implican la traslocacién de complejos de estrogeno-receptor al ndcleo vy la

interaccién directa con la cromatina en secuencias del DNA especificas conocidas como
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elementos de respuesta a estrogenos (ERE, del inglés estrogen response elements). Mientras
que los eventos no gendmicos implican la regulacion indirecta de la expresion génica a través

de una variedad de eventos de sefializacion intracelular (Fuentes & Silveyra, 2019).

La via de sefializacion gendmica también es conocida como el mecanismo clasico de
sefializacion de los estrégenos. Tanto el ERa, como el ERB actian como factores de transcripcion
activados por ligandos. Por lo tanto, después de la union del E; a ERa o ERPB en el citoplasma, se
genera un cambio conformacional del receptor permitiendo que se disocie de complejos de
proteinas de choque térmico que lo mantienen estables en el citoplasma y disponible para
unirse a su ligando. A continuacion, se produce fosforilacién del ER que ayuda a la dimerizacién
del complejo receptor-ligando. Posteriormente, el complejo se transloca al nicleo donde se une
a la cromatina en las secuencias ERE de genes blanco. El cambio conformacional de receptor
inducido por el E; facilita la asociacion/disociacion de complejos de proteinas correguladoras,
las cuales van a regular la funcion de la cromatina y la comunicacién con la maquinaria

transcripcional (Fig. 11), (Fuentes & Silveyra, 2019; Le Romancer et al., 2011).

Membrana
plasmatica

SJ’

Figura 11. Via de sefializacion gendmica o clasica. 1) Sefializacion gendmica directa: el estradiol (E2) se une a los ER
(ERa o ERB). El complejo ligando-receptor se dimeriza y se transloca al nicleo donde se unen a ERE y se reclutan
proteinas correguladoras. E», estradiol; Hsp 90, proteina de choque térmico 90; ER, receptor de estrogenos; ERE,
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elemento de respuesta a estrogenos; CoR, correguladores; CoRep, correpresores; y CoAct, coactivadores
(Modificado de: Le Romancer et al,, 2011).

Adicionalmente, los ER pueden controlar la expresion génica por diferentes mecanismos como
son, el mecanismo “gendmico no clasico” donde regulan la actividad de otros factores de
transcripcion, en donde los ER nucleares activados por ligando interactlan con otros factores
de transcripcion, como la proteina activadora-1 (AP-1, del inglés Activator Protein-1). El
complejo AP-1 estd conformado por homodimeros o heterodimeros de las familias Jun y Fos.
Las proteinas AP-1 se unen a sus secuencias especificas de ADN, en las regiones reguladoras de
los genes diana y activan la transcripcién. Como ejemplos de algunos genes que contienen los
sitios AP-1 estan los genes que codifican para la colagenasa, el factor de crecimiento similar a
la insulina | (IGF-1, del inglés Insulin-like growth factor 1) y el gen de la colina acetiltransferasa
humana. También existe activacién del ER por vias independientes de estrégenos o ligandos, en
donde intervienen varias cinasas que se activan a través de receptores de factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento epidérmico (EGFR, del inglés Epidermal Growth
Factor Receptor) para lograr la activacion de ER y sus proteinas correguladoras mediante su
fosforilacidon. Se sabe que el ER puede ser fosforilado por el receptor de quimiocinas a través de
la activacion de ERK. Finalmente, existe una via de activacién rapida de ER en donde hay una
pequefia fraccion de ER localizados cerca de la membrana plasmatica y su union a ligando y
dimerizacién activa multiples cascadas de sefializacion a través de interacciones directas con
diversas proteinas, incluidas la proteina proto-oncogén tirosina cinasa Src, el fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3K) y proteinas adaptadoras. La formacién del complejo ER con Src y la subunidad
reguladora p85 de PI3K dependiente de E,, activa dos vias principales, la via Src/ras/MAPK y la
de PI3K/Akt, desencadenando la actividad transcripcional de genes diana (Fig. 12) (Dahlman-

Wright et al., 2012; Fuentes vy Silveyra, 2019; Le Romancer et al., 2011).
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Figura 12. Vias de sefializacion reguladas por ER. Representacion de cuatro vias de sefializacion distintas mediada
a través de ER. A) Via de sefializacion gendmica o clasica. El E2 unido a ER genera un cambio conformacional
provocando la dimerizacion del receptor y la traslocacion nuclear del complejo ligando-receptor para su unién a
ERE y el posterior reclutamiento de proteinas correguladoras. B) Via no gendmica o no clasica, depende de la
interaccion de ER con otros factores de transcripcion, como AP-1. C) Via independiente de ligando en donde el ER
es activado por fosforilaciones inducidas por factores de crecimiento. D) Via no gendmica que involucra un
pequefio grupo de ER ubicado cerca de la membrana plasmatica que activan cascadas de sefializacion como
Src/ras/MAPK y PI3K/Akt, a partir del reclutamiento de proteinas cinasas (Srcy PI3K). E2, estradiol; Hsp 90, proteina
de choque térmico 90; ER, receptor de estrégenos; ERa, receptor de estrogenos a; ERE, elemento de respuesta a
estrégenos; CoR, correguladores; TF, factor de transcripcion; Growth factors, factores de crecimiento; Chemokines,
quimiocinas; P, fosforilacién; MAPK, proteina similar a quinasa activada por mitdégenos; Src, proteina proto-
oncogén tirosina cinasa; PI3K, fosfatidilinositol 3-quinasa (Modificado de: Le Romancer et al., 2011).

1.9.2 Correguladores de los receptores de hormonas esteroides

Gran parte del efecto que llevan a cabo los NR sobre los elementos de respuesta a hormona
depende del reclutamiento de proteinas adicionales denominadas correguladores. Estos han
emergido como reguladores esenciales en la expresién génica a través de su interaccion y
modulacion de la actividad de los NR y otros factores de transcripcion. Participan en la
modificacion de la expresidn génica, incluida la modificacién y remodelacién de la cromatina, el
inicio de la transcripcién, el empalme de RNAm, la traduccion génica, el procesamiento de
miRNA y la degradacién de los complejos NR-correguladores activados. De acuerdo con el
resultado funcional que se obtiene de su accion, se han dividido en dos grandes clases:
coactivadores, los cuales estan asociados con los receptores nucleares unidos a ligandos

agonistas y provocan la induccién de la expresion génica. Por otro lado, los correpresores, los
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cuales inhiben la expresion génica a través de su interaccidn con receptores nucleares sin
ligando o con ligandos tanto agonistas como antagonistas (Dasgupta et al., 2014; Lonard vy

O’Malley, 2007).

Tras la unioén del ligando agonista a los receptores ocurre un cambio conformacional que
ocasiona un incremento de afinidad de unidn de las proteinas coactivadoras, las cuales tienen
una amplia gama de actividades enzimaticas como acetilacion, metilacion, ubiquitinacion,
fosforilacion 'y como remodeladores de la cromatina, generando un ambiente

transcripcionalmente favorable (Dasgupta et al., 2014; Lonard y O’Malley, 2006).

El primer coactivador del ERa que se clond fue el coactivador de receptor de esteroides 1, el
cual pertenece a la familia de coactivadores SRC1/p160. En estas proteinas se determind que
existe una caja de receptores nucleares con el motivo LxxLL donde L: leucina y x: cualquier
residuo, que se encuentra en muchas proteinas coactivadores, la cudl es critica para unirse al
ER en la regidon AF-1 del LBD. Los residuos dentro de la hélice H12 junto con las hélices H3 y H5
son importantes para mediar las interacciones entre el ER y las proteinas coactivadoras. De
manera general, los coactivadores, no se unen directamente al DNA, sino que se asocian con
otros factores de transcripcién que se unen al DNA, como los ER. Una vez que son reclutados al
promotor, los coactivadores mejoran la actividad transcripcional (Savkur y Burris, 2004; Smith

and O’Malley, 2004).

Por otro lado, la unién de ligandos antagonistas induce un cambio conformacional en los
receptores que ocasiona que haya una reduccion en la afinidad de union de proteinas
coactivadoras y a su vez un incremento en la union de proteinas correpresoras, las cuales son
capaces de reclutar enzimas como las desacetilasas de histona, reprimiendo la transcripcién.
Adicionalmente, en ciertos casos, los correpresores pueden unirse en ausencia de ligando o en

presencia de ligando agonista (Lonard y O’Malley, 2006; Nagy et al., 1997).

Si bien hay menos proteinas correpresoras estudiadas, estas tienen funciones importantes para
regular negativamente la expresion génica dependiente de ligando. Dichas proteinas se unen a

los receptores a través de cajas CoRNR, que consisten en motivos Lxxx| / Hixxxl / L (donde L:
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leucina, I: Isoleucina y x: cualquier residuo). Al unirse Ez al ER, las proteinas correpresoras se

disocian y se asocian coactivadores para estimular la expresion génica (Smith y O’Malley, 2004).

1.9.3 Dominio LBD y ligando del ER

El dominio LBD es un dominio estructural y funcionalmente complejo. Presenta dos sitios de
union que interacttan: 1) hendidura de unién del ligando (LBC, del inglés ligand binding cleft) y
2) dominio dependiente de ligando AF-2. La interaccion molecular entre LBC y AF-2 determina
la actividad del ERa. Un ligando agonista o antagonista se une al dominio LBC promoviendo un
cambio de conformacién que expone a AF-2 para permitir su interaccién con proteinas
reguladoras. Como se menciond anteriormente, en el mecanismo cldsico, se genera un cambio
conformacional generado por la unién del ligando provocando la disociacién del ERa de
complejos proteicos de choque térmico y la posterior fosforilacion del ER para ayudar la
dimerizacién del receptor y su posterior actividad en la via de sefializacion clasica. El
reclutamiento diferencial de correguladores contribuye a los efectos especificos de los tejidos

(Le Romancer et al., 2011; Ye et al., 2018).

Por otro lado, ahondando en el dominio LBD del ERa, este presenta un pliegue a-helicoidal
antiparalelo conformado por 12 hélices (H1-H12) y dos laminas B organizadas en horquilla. Las
hélices 3 y 12 son las mds importantes para la arquitectura funcional del LBD (Fig. 13). Las 12
hélices estan plegadas en un pliegue a-helicoidal antiparalelo de tres capas, comprendiendo las
hélices: H5/6, H9 y H10, las cuales se intercalan entre dos capas adicionales de hélices: H1-4 y
H7,H8 y H11. Esta disposicidn helicoidal genera un andamio que mantiene una cavidad de unién
al ligando. Dentro del dominio LBD, el dominio LBC estd completamente separado del
microambiente externo y ocupa una porcién relativamente grande del nucleo hidrofébico del
dominio LBD (Fig. 13), comprendiendo los segmentos de H3, H6, H8, H11 y H12. La disposicion
gue comprenden estas hélices crea un dominio LBC tridimensional en el extremo estrecho del
dominio LBD con AF-2. Por otro lado, el domino AF-2 es una hendidura hidrofdbica que esta
formada por el segmento restante de la hélice H3 y parte de las hélices H5, H4 y H12. Adem3s,
la comunicacién entre LBCy AF-2, es clave para controlar las funciones mediadas por estrogenos

(Arnal et al., 2017; Yasar et al., 2017 y Ye et al., 2018).
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Asimismo, se propone que la union del agonista E;, genera que se movilice la hélice H12, la cual
se empaqueta contra la hélice H3, H5/6 y H11, formando una tapa en la cavidad de unién a
ligando (Fig. 14). Dicha posicién de H12, es un requisito previo para la activacion transcripcional
ya que genera la activacion del dominio AF-2, el cual es capaz de interactuar con coactivadores.
La conformacion de LBD unido a E, puede reconocer el segmento helicoidal corto caracteristico
denominado motivo LXXLL de una variedad de proteinas coactivadores. Asimismo, el dominio
LBD puede provocar una respuesta diferencial del ERa y es probable que su accion dependa de
la fuerza de unién del ligando al dominio LBC. Es decir, si un ligando es capaz de unirse
fuertemente pero que no interactia con los residuos de aminoacidos de una manera que
promueva el cambio conformacional del receptor, podria inhibir la actividad agonista del E;, por
lo tanto, bloquea el LBC. Por otro lado, el tamoxifeno, tiene las caracteristicas moleculares
adecuadas para interactuar con el LBC de manera similar a el E; (Fanning et al., 2018; Yasar

etal., 2017; Ye et al.,, 2018).
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Figura 13. Estructura del dominio de union al ligando (LBD) del ERa. A) Disposicién de las hélices (H1-12), para
generar la hendidura de union del ligando (LBC) y AF-2; Azul, dominio LBC, Anaranjado; dominio AF-2; Circulo grises
y rojos, molécula de E2. B) E2 acoplado a LBC (Modificado de: Ye et al., 2018).

E2 unido al domino LBD de ERa

Figura 14. Estructura del dominio de union al ligando (LBD) del ERa que se une a E2. A) La union del agonista E2
induce un cambio conformacional en el domino LBD del ERa que coloca la hélice dindmicamente movil (H12) sobre
la hendidura de unién del ligando (LBC). Este cambio conformacional, genera una superficie adecuada para que

46



existan interacciones con coactivadores. B) Se muestra la posicién de las hélices a del dominio LBD. El cilindro rojo
(H12), rosa (dominio AF-2) y grises muestran la posicion de los dominios. Los dominios interactian con proteinas
coactivadores (CoA) (Modificado de: RNAal et al., 2017 y Yasar et al., 2017).

Los ER también se unen a una gran variedad de moléculas que tienen propiedades agonistas,
antagonistas o mixtas. Aungue la mayoria de los aminoacidos clave en LBC responsables de unir
ligandos agonistas o antagonistas son idénticos, cuando se une un modulador selectivo de los
receptores de estrogenos (SERM, del inglés selective estrogen receptor modulator), estos
pueden evitar que la hélice H12 se acople en la conformacion agonista. Este cambio
conformacional en la hélice H12 conduce a la ocupacion de la hendidura de union a LXXLL,
evitando la unién de coactivadores y, por tanto, la activacion transcripcional de genes diana.
Por otro lado, se sabe que la unidn de un ligando antagonista genera que la hélice H12 se ubique
en una posicion fuera de la region AF-2, lo que genera una interaccion con el motivo consenso

de proteinas correpresores: Lxxxl/ HixxxI/L (Fig. 15) (Yasar et al., 2017).
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> Cell-specific agonist and
antagonist activities

>AF1

AF2-box1 p==""""
f AF2-boxt f=°"""

Agonist activity Antagonist activity

Figura 15. Estructura del dominio LBD del ERa tras unirse un SERM. Los SERM exhiben efectos agonistas o
antagonistas de manera dependiente del contexto celular. Si la accién es agonista, genera un cambio
conformacional de la hélice 12 (H12) promoviendo la interaccion con proteinas coactivadores. Sin embargo, si la
accion es antagonista, genera un cambio conformacional de H12 promoviendo la interaccién con proteinas

correpresores. OHT, 4-hidroxi tamoxifeno; CoA, Coactivadores; CoR, correpresores (Modificado de: RNAal et al.,
2017).

El tamoxifeno es un SERM que inicialmente era conocido como un antagonista del ER que
reducia los efectos inducidos por los estrégenos al bloquear los receptores en la glandula
mamaria, lo cual lo ha colocado como una terapia importante para el cancer de mama que
expresa al ERa. Sin embargo, se demostré que actlia como un agonista del ER en algunos tejidos
como: endometrio, higado y hueso, lo cual tiene la ventaja de que el tratamiento con
tamoxifeno reduce los efectos secundarios que se pueden promover por la ausencia de

estrogenos, como la osteoporosis, pero la desventaja de que pudiera promover proliferaciéon
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endometrial y conllevar a problemas en este tejido. Por lo tanto, se desarrolld un nuevo grupo
de SERM, los cuales son moléculas que pueden unirse a el ERa y/o ERB promoviendo acciones
similares a moléculas agonistas o antagonistas en varios tejidos y células diana de los estrogenos

(Peng et al., 2009; Shagufta & Ahmad, 2018).

Existe un grupo de ligandos denominados antagonistas puros del ER como, por ejemplo, ICl 182
780 o fulvestrant que fue identificado a finales de la década de 1980. Este compuesto es capaz
de unirse con el ERa, pero la dimerizacion del receptor se altera, la degradacién del ERa se
acelera y tanto AF-1 como AF-2 permanecen inactivos. Estos eventos dan como resultado una
localizacion nuclear interrumpida y una falla para reclutar proteinas coactivadores. Como
consecuencia, la transcripcion de genes estréogeno regulados se inhibe completamente,
conduciendo a la supresion génica (Kocanova et al., 2010; Robertson, 2001; Smith y O’Malley,

2004).

1.9.4 Fosforilaciones del ERa

Si bien la funcién del ERa es activada por ligando, su funcién también se encuentra regulada por
modificaciones postraduccionales (PTM, del inglés posttranslational modifications), como, por
ejemplo, fosforilaciones. El ERa, puede ser fosforilado en multiples sitios, predominando en el
dominio N-terminal. Los diversos sitios de fosforilacion contribuyen a la regulacion de diversas
funciones que incluyen la sensibilidad a ligandos, localizacién nuclear, unién al DNA,
interacciones proteina/cromatina, la estabilidad de la transcripcién de genes blanco vy la
interaccién con correguladores y, por lo tanto, su actividad en general (Anbalagan y Rowan,

2015; Kastrati et al., 2019).

El ERa puede regular la transcripcion génica a través de los dominios AF-1 y AF-2. El dominio
AF-2 es activado tras la union de Ey, sin embargo, el dominio AF-1 es activado por la fosforilacién
de ERa en varios sitios, en donde, los mas destacados son en serina 118 (S118) y serina 167

(S167) (Anbalagan y Rowan, 2015; Le Romancer et al., 2011).

La fosforilacion de serina 118 (S118) en el dominio AF-1 es el blanco mas estudiado y puede ser

fosforilado por varias proteinas cinasas incluyendo las cinasas MAPK, GSK-3, CDK7 y mTOR. La
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S118 se fosforila en respuesta al ligando agonista de ERa (Ez) y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF, del inglés epidermal growth factor). Se ha demostrado que la fosforilacidn
media la interaccién del ERa con proteinas correguladores como CBP/p300 y la familia de
coactivadores p160 (SRC-1, SRC-2 y SRC-3), para después mediar la activacion del receptor tanto
dependiente como independiente de ligando. La activacién continua de la via MAPK aumenta
la fosforilacion del ERa independiente de ligando, lo que hace que algunos tumores sean
independientes de hormonas. Sin embargo, existen varias cinasas que son responsables de la
fosforilacién de S118 dependiente de estrégenos (Anbalagan y Rowan, 2015; Le Romancer et

al., 2011).

La serina 167 suele ser fosforilada por las cinasas ERKK1/2, MAPK, AKT, p90RSK, CK2 y mTOR. La
fosforilacidon por parte de CK2 regula la interaccidon de ERa con los ERE e incrementa la union a
la cromatina, mejorando la uniéon del coactivador SRC3 en presencia de E; y por consecuencia

mejora la transcripcion génica (Anbalagan y Rowan, 2015; Yamashita et al., 2008).

Los sitios de fosforilacidn en serina 104 (S104) y serina 106 (S106) son inducidos exclusivamente
en presencia de estrogenos y por vias donde estén presentes factores de crecimiento, asi como
la activacion de MAPK. La fosforilacion de estos residuos esta involucrada en la actividad del ER,
y es necesaria para la actividad agonista del tamoxifeno, juntos con S118, por lo que podrian

contribuir a la resistencia al tratamiento (Le Romancer et al., 2011; Thomas et al., 2008).

Ademas, es probable que los cambios conformacionales de ERa que son inducidos por
fosforilaciones puedan promover el reclutamiento de correguladores. Se ha demostrado que la
activacion de la cinasa Src y las respuestas de ERa que son mediadas por fosforilacion de Src a
través de ERK en S118 mejora la actividad de AF-1. Pero, por otro lado, Src activa a PI3K/AKT y
AKT que, a su vez fosforilan a S167, promoviendo la estabilizacion de la interaccion de ERa y
correguladores con promotores dianas. Por lo tanto, la fosforilacién de S167 promueve la union
al DNA, mientras que la fosforilacion de S118 puede afectar la unién de coactivadores a ERa

(Anbalagan y Rowan, 2015; Feng et al., 2001).

Se han identificado varias cinasas capaces de fosforilar a la serina 305 (S305), como Pak1 la cual

estd implicada en la morfogénesis celular, la motilidad, la supervivencia, la angiogénesis vy la
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mitosis, por lo que participa en la progresién del cancer, pero también la cinasa PKA
dependiente de AMPc fosforila a S305. En presencia de tamoxifeno, PKA promueve la actividad
transcripcional de ER a través de la fosforilacion de S305, convirtiendo al tamoxifeno de

antagonista en agonista (Kastrati et al., 2019).

1.10 Modelo de la contribucién de coactivadores y correpresores a la actividad

agonista/antagonista de los modulares selectivos del ER

Gracias a la identificacién de proteinas coactivadoras y correpresoras y su actividad diferencial
tras la unién de ligando, se ha considerado el papel de los correguladores en la regulacion de la
funcion del ER. De tal manera, surgié el modelo de la contribucion de coactivadores vy
correpresores a la actividad agonista/antagonista de los moduladores selectivos del ER, el cual
propone que, en presencia de ligandos agonistas, el ER se encuentra en una conformacion
activa e interactlan proteinas coactivadores resultando en una actividad transcripcional activa,

(Fig. 16) (Jordan y O’Malley, 2007; Peng et al., 2009; Smith y O’Malley, 2004).
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Figura 16. Hipotesis del efecto especifico de los moduladores selectivos de estrogenos (SERM). Se observa el
modelo de contribucidon de los coactivadores y correpresores con respecto a las actividades agonistas o
antagonistas. En presencia de un ligando antagonista puro, el receptor adquiere una conformacién inactiva y se
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une preferencialmente a proteinas correpresoras. En presencia de un ligando agonista puro, el receptor adquiere
una conformacién activa y se une preferencialmente a proteinas coactivadores. En presencia de un SERM, el
receptor adquiere una conformacion parcial intermedia que no es completamente activa, pero tampoco es
completamente inactiva, por lo tanto, el receptor se puede unir a complejos coactivadores o correpresores
generando una actividad transcripcional dependiente del contexto celular (Modificado de: Smith y O’Malley, 2004).

En presencia de ligandos antagonistas el ER adapta una conformacién inactiva e interactua de
manera preferencial con proteinas correpresores, resultando en la inhibicion de la actividad
transcripcional. Sin embargo, en presencia de SERMs, el ER adopta una conformacién
denominada como parcial, ya que se encuentra en un estado activo e inactivo, por lo tanto,
tienen el potencial de interaccionar tanto con proteinas coactivadores como correpresores y
ejercer una actividad agonista o antagonista parcial. La actividad del ER depende de la presencia
y concentracién de proteinas correguladores en el entorno celular dado y de la sefializacion
mediada por vias de transduccion de sefiales activadas y sus efectos sobre el receptor y sus

correguladores (Jordan y O’Malley, 2007; Peng et al., 2009; Smith y O’Malley, 2004).

1.11 Células troncales y células troncales cancerosas

El cancer es una de las causas de muerte mas comunes a nivel mundial debido a que suele ser
diagnosticado en etapas avanzadas y con metdstasis a otros 6rganos. Incluso si el cancer se
diagnostica y trata en una etapa temprana, algunas células residuales aun persisten y, después
pueden causar recurrencia del tumor. Estas células podrian ser las responsables de causar
resistencia terapéutica y poseen propiedades similares a las células troncales (CT) y son

denominadas células troncales cancerosas (CTC) (Ayob y Ramasamy, 2018).

Las CT son un grupo de células que tienen la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse hacia
distintitos subtipos celulares, siendo esenciales para la reparacién de tejidos y el mantenimiento
de la homeostasis. Estas se encuentran en muy bajas proporciones en los tejidos. Tienen una
gran capacidad de replicacién, ademas de poseer una larga vida. Ademas, estas células se han
convertido en candidatas para dar respuesta al origen de diferentes tipos de canceres, pues la
mayoria de los canceres surgen de una célula que presentd una transformacion maligna
impulsada por diversas mutaciones, por lo que surgen de células que muestran un

comportamiento agresivo (Bjerkvig et al., 2005; Boyer et al., 2005; Smalley y Ashworth, 2003).
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Se suelen clasificar de acuerdo con su capacidad de diferenciacion: 1) Totipotenciales, aquellas
gue tienen una capacidad de generar todos los linajes del organismo; por lo que en los
mamiferos el cigoto y los blastdbmeros tempranos son las Unicas células que pueden ser
totipotenciales, pues tienen la capacidad de generar todo el organismo. 2) Pluripotenciales, las
gue tienen la capacidad de generar la mayoria de los linajes del embridn, incluyendo las células
troncales embrionarias, derivadas de la masa interna del blastocisto en desarrollo, pero no
pueden generar a un individuo. 3) Multipotenciales, las cuales tienen la capacidad de generar
células de una capa embrionaria en particular. 4) Unipotentes, son las que tiene la capacidad

de generar exclusivamente un tipo especifico de células (Boyer et al., 2005; Guo et al., 2006).

Otra clasificacion se basa en su origen: 1) CT embrionarias, son células totipotenciales y se
derivan de la masa interna del blastocisto, tienen la capacidad de formar a todos los tejidos
excepto a estructuras extraembrionarias. 2) CT germinales, las cuales son las encargadas de
produccion de espermatozoides y ovulos en adultos. 3) CT somaticas, pueden ser
multipotenciales, bipotentes o unipotentes y son responsables de la reparacién y regeneracion

de tejidos (Boyer et al., 2005; Guo et al., 2006).

Un cuarto grupo estd formado por las CTC, las cuales hacen referencia a una subpoblacion
celular dentro de un tumor, por lo que se diferencian en CTCy CT normales. Las primeras tienen
la capacidad de diferenciarse y autorrenovarse, por lo que se cree que son las responsables de

la iniciacidn, crecimiento y recurrencia del tumor (Reya et al., 2001).

1.11.1 Caracteristicas de las células troncales cancerosas

Las CTC se encontraron por primera vez en la leucemia mieloide aguda (LMA), en 1997,
demostrando que una subpoblacién celular es capaz de iniciar la LMA en ratones diabéticos no
obesos con enfermedad inmunodeficiente combinada grave (SCID), dicha subpoblacion celular
es poseedora de una capacidad de diferenciacion, proliferacion y autorrenovaciéon. En la LMA,
las CTC tienen la capacidad de diferenciarse en blastos leucémicos e independiente de la
heterogeneidad en las caracteristicas de la maduracién de los blastos leucémicos, presentan

exclusivamente fenotipo de las proteinas de superficie positivas a CD34 (+) y negativas a CD38
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(-). El descubrimiento de las CTCy su papel en la biologia del cancer indican que juegan un papel
importante en la progresién de la enfermedad, ademas de contribuir a la heterogeneidad del
tumor, asi como a la invasién, metastasis y resistencia a agentes citotéxicos (Reya et al., 2001;

Wang et al., 2018).

Las CTC tienen la capacidad de adquirir caracteristicas similares a las CT, proporcionando
pruebas de que estas células tienen un papel en la carcinogénesis. Las caracteristicas que
comparten se muestran en la Figura 17 e incluyen: 1) capacidad de autorrenovacion, 2)
capacidad de diferenciacién, 3) actividad de la telomerasa (solo observada en células
germinales), 4) activacién de rutas anti apoptoticas, 5) incremento en la actividad de
transportadores de membrana, 6) supervivencia independiente de anclaje, 7) capacidad de
migrar. Adicionalmente, para establecer la existencia de CTC se han establecido criterios
consenso, en donde se incluye, la expresion de marcadores distintivos de la superficie celular,

lo que permite un aislamiento celular (Dontu et al., 2003; Zhang et al., 2008).

Caracteristicas comunes . L
entre CT y CTC Carcinogénesis

Figura 17. Caracteristicas comunes entre CT y CTC (Modificado de Dontu et al., 2003).

Funcionalidad de CT normales
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1.11.2 Células troncales cancerosas y formacién de tumores

Si el crecimiento de tumores sélidos estda impulsado por CTC, esto generaria diversas
implicaciones para la terapia del cdncer. En ocasiones se suelen detectar pequefias
proporciones de células cancerosas que se diseminaron a sitios distantes del tumor primario en
pacientes que nunca manifestaron enfermedad metastatica. Esto puede ser explicado a través
de la eficiencia de la vigilancia inmunoldgica, que se encarga de destruir las células cancerosas
diseminadas antes de que sean capaces de formar un tumor detectable. Otra posibilidad es que
la mayoria de las células cancerosas carecen de la capacidad de generar un tumor, de tal modo
gue solo la diseminacién de CTC puede conducir a una enfermedad metastasica. Si este fuera
el caso, el objetivo de la terapia debe ser identificar y destruir esta poblacion de CTC (Reya et al.,

2001).

1.12 Formacién de esferoides

En los ultimos afios, se han utilizado ensayos de formacién de esferoides para enriquecer o
expandir células con caracteristicas de CT, a partir de cultivos primarios y lineas celulares, lo que
permite una mejor caracterizacion in vitro de células con estas caracteristicas. Estas células son
cultivadas bajo condiciones no adherentes, utilizando un medio libre de suero, que es
suplementado con distintos factores de crecimiento. Bajo este tipo de cultivo las células que
exhiben un potencial de autorenovacién, comienzan a dividirse generando células que entran
en proceso de diferenciaciéon formando un conjunto de células también llamadas esferoides o
tumoroesferas. Estos esferoides generalmente estdan enriquecidos en células que poseen
caracteristicas de CTC, como expresion de marcadores, potencial proliferativo, capacidad de

autorrenovacion y diferenciacion ( Liu et al., 2013).

2. Antecedentes

2.1 CTC en cancer de ovario epitelial y marcadores de superficie

Las células presentes en el COE muestran una gran heterogeneidad. Especificamente, dentro
de un tumor o una linea de células tumorales, existen abundantes poblaciones de células

tumorales distintas que expresan diferentes marcadores. Estas poblaciones de células Unicas
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tienen capacidades diferenciales de crecimiento, supervivencia, metdstasis y resistencia a
quimioterapia y radioterapia. Las CTC de COE constituyen una pequefia proporcién de células
malignas dentro de un tumor, del 0.01 al 1% (Fig. 18). Esta subpoblacion celular es capaz de
generar un tumor completo y tienden a ser quimio y radio resistentes. Las CTC pueden evadir
al sistema inmunoldgico y tienen mecanismos eficientes de reparacion de dafios del DNA.
(Bregenzer et al., 2019; Burgos-Ojeda et al., 2012)

Se sabe que el liquido ascitico (Fig. 18) contiene células tumorales y no tumorales, ademas
puede estar presente en todos los subtipos de cancer de ovario. (Canaz et al., 2019; Krugmann
et al., 2019; Szender et al., 2017) Por otro lado, se ha reportado que la presencia de esferoides
en el liquido ascitico es un factor importante que influye a la quimio-resistencia. Las esferoides
pueden variar en su estructura y tamafio en el COE y en un estudio se demostré que habia
hasta 4 veces mayor resistencia al cisplatino en una poblacion celular de ovario-esferas
obtenidas de las lineas celulares SK-OV-3, UL-3C y UL-1 en comparacién con las poblaciones

cultivadas en monocapa (Ford et al., 2020; Makhija et al., 1999).
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Figura 18. Subpoblacién de CTC en COE. A) El circulo verde/azulado representa la cavidad peritoneal y las flechas
azules indican el flujo de liquido intersticial, mientras que las flechas rojas indican presién hidrostatica. B) Se
observa el microambiente tumoral, compuesto por células cancerosas, células troncales cancerosas (CTC),
fibroblastos asociados al cancer (CAF), células endoteliales, células mesenquimales (MSC), adipocitos y células
inmunitarias (Modificado de: Burgos-Ojeda et al., 2012).

Dado que se cree que las CTC son la fuente de cancer de ovario recurrente y se ha postulado
gue pueden surgir de cambios genéticos en las CT normales, es de importancia poder

identificarlas. Para esto, se ha realizado |la caracterizacidn celular a partir de marcadores de la
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superficie celular para identificar y aislar subpoblaciones celulares conformadas por las CTC. En
la actualidad no existe un conjunto de marcadores que sean capaces de identificar especifica ni
sensiblemente a la poblacién de CTC, pero como se muestra en la tabla 2, se han utilizado
marcadores para describir a las CTC en diferentes tipos de canceres sin ser especificos ni
universales. (Burgos-Ojeda et al., 2012; Mitra et al., 2016; Murphy, 2010; Naora, 2005)

Con base en la informacién anterior, un marcador reconocido que se utiliza para identificar a
las CTC de ovario es CD44, una glicoproteina de superficie celular que se une al acido
hialurdnico; su sefializacion celular se encuentra involucrada en adhesion, movilidad, migraciéon
e invasion. Otro marcador es CD133, una glicoproteina transmembranal cuya localizacién
preferentemente es en hendiduras y microvellosidades de la membrana plasmatica, por lo que
puede unirse directamente a las balsas lipidicas que contienen colesterol y, por lo tanto,
participar en varias cascadas de sefializacion. Se ha demostrado ampliamente que, si se
detectan ambos marcadores de superficie celular, CD44 y CD133 pueden identificar poblaciones
de CTC en el cancer de ovario (Burgos-Ojeda et al., 2012; Glumac y LeBeau, 2018; Herrera-Gayol

y Jothy, 1999; Zhao et al., 2020).

Tabla 2. Poblaciones de CTC y sus correspondientes marcadores en diferentes tipos de cancer. Modificado de
Barbato et al., 2019.

Tumour Biomarkers
Breast cancer CD44%/CD24 % /ALDH*
Prostate cancer CD44+/a2b1*/ALDH*
ABCB5*
Melanoma CD20"
cD271*
Glioblastoma CD133%

CD133%/CD44*/ALDH*
EpCAM*/CD44*/CD166™
CD44/CD24
CD133%/CD247
CD133*

CDh#™
ALDH*
cpnz*

CD133*

Gastric cancer CD“T}CDZ.F
i CD90*

CD44%/CD547

5 CD447/ALDH*
Head and neck cancer CD44%/CDé6"

Colon cancer

Lung cancer

CD133"
CD#™
ALDH"
CD117"

Pancreatic cancer CD133%/CD447 /[CD247 [ESA*

Ovarian cancer
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2.1.1 Marcador de superficie CD44

Existe un grupo de moléculas compuestas por una proteina unida a uno o varios glicidos
denominadas glicoproteinas. Las glicoproteinas transmembranales CD44 o antigeno Hermes
forman parte de una gran familia de moléculas de adhesion celular. Las funciones de las
moléculas de adhesién celular son controlar el comportamiento celular mediando el contacto
entre las células o entre la matriz extracelular y participa en la motilidad celular, la migracién
celular, la diferenciacién celular, la sefializacion celular y la transcripcién de genes, por lo tanto,
son esenciales para mantener el tumor. Cerca de la region transmembranal, se puede incluir
una parte variable que es codificada por diversas combinaciones de exones, dando origen a
diversas variantes de CD44 (CD44v). Los exones 1 a5y 16 a 20 se empalman dando lugar a la
isoforma estandar CD44, la cual es la proteina mas abundante conformada por 363 aminoacidos
y tiene un peso molecular tedrico de 85-90 kDa. Todas las isoformas constan principalmente de
tres dominios; un domino citoplasmatico C-terminal conformado por 72 aminoacidos, un
dominio transmembranal de 21 aminodcidos y un dominio extracelular de 270 aminoacidos.
(Fig. 19) La mayor parte de la proteina se localiza extracelularmente y el extremo C-terminal es
intracelular formando parte del domino citoplasmatico, el cual esta codificado por el exén 10 o
9. El dominio transmembranal es especificamente codificado por el exdn 8 y proporciona una
via para interactuar con cofactores y proteinas adaptadoras. Mientras que el dominio
extracelular es considerado como un dominio variable, conocido también como dominio medio,
ya que las diferentes isoformas expresan variantes codificadas por los exones variantes v2-v10
(entre el exdn 5y el exén 16) y es el encargado de interactuar con el microambiente externo,
ademas de detectar estimulos externos. Adicionalmente, contiene un dominio amino-terminal
el cudl es un dominio de union a hialuronano (Mishra et al.,, 2019; Orian-Rousseau, 2010;

Senbanjo y Chellaiah, 2017).

Es bien sabido que CD44 es el principal receptor del hialuronano, un componente principal de
la matriz extracelular, pero también de otros componentes de la matriz extracelular, como, por
ejemplo, la laminina, coldgeno y fibronectina, asi como citocinas y factores de crecimiento. El

receptor transmembranal es multifuncional y controla diversas funciones bioldgicas implicadas
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en la diseminacion y metastasis de células cancerosas (Fig. 20). Se ha determinado que, CD44
es escindido por metaloproteasas de matriz tipo 1 de membrana (MT1-MMP, del inglés
Membrane Type 1 Matrix Metalloprotease) y luego por presenilin-1/ y secretasa inducida por
ligandos (osteopontina, acido hialuronano (HA), etc.). Dicha escision produce un fragmento del
dominio extracelular y un péptido similar a CD44B o al dominio transmembranal, y un
fragmento del dominio intracelular. El dominio intracelular se transloca al nucleo para activar la
transcripcion de genes diana importantes para la metdstasis y la supervivencia celular (Morath

et al., 2016; Senbanjo y Chellaiah, 2017).
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Figura 19. Estructura gendmica de CD44 y sus isoformas. Color azul; dominio de unién a hialuronano, color rojo;
dominio extracelular o dominio variable (dominio medio), codificado por los exones variantes v2-v10, color verde;
dominio transmembranal codificado por el exén 8, color azul claro; domino citoplasmatico C-terminal (intracelular)
codificado por el exdn 10 0 9, CD44s; isoforma CD44 estandar, CD44v3, CD44v3-10, CD44v4-5, v10; isoforma CD44
variante (Mishra et al., 2019).
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Figura 20. Funcién del receptor transmembranal CD44. sCD44, isoforma CD44 estandar; veDDD, isoforma variante
CD44; MT1-MMP, metaloproteasas de matriz tipo 1 de membrana; Presenilin, presenilina-1/ y secretasa inducida
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por ligando. 1) La escision produce fragmentos del dominio extracelular (CD44-ECD), 2) TMD, dominio
transmembranal y 3) CD44-ICD, fragmento de dominio intracelular que se transloca al nucleo para activar la
transcripcion de genes especificos que promueve la supervivencia, migracién e invasion celular, asi como la
angiogénesis y metastasis (Senbanjo y Chellaiah, 2017).

CD44 se ha postulado como un marcador de CTC. En tumores sélidos, se ha demostrado que
CD44 es un destacado marcador de CTC en varios tipos de canceres (Tabla 3) (Barbato et al.,

2019; C. Chen et al., 2018; Morath et al., 2016).

2.1.2 Marcador de superficie CD133

Uno de los marcadores de CTC ovaricos mas ampliamente utilizados y descritos es CD133 o
prominina 1. Es una glicoproteina de membrana detectada por primera vez como marcador de
células troncales hematopoyéticas y desde entonces se ha demostrado que es un marcador de
diversas poblaciones de células troncales y CTC. También se expresa en las células epiteliales de
diversos tejidos (mama, testiculos, tracto digestivo, tranquea y placenta), pero también se
encuentra en células no epiteliales como, por ejemplo, en células fotorreceptoras y en muchos
tipos de canceres incluidos el COE (Tabla 3) (Barzegar Behrooz et al., 2019; Burgos-Ojeda et al.,

2012; Z. Li, 2013).

CD133 estad conformada por cinco dominios transmembranales (~250 residuos de aminoacidos)
con dos grandes bucles extracelulares glicosilados mas dos bucles intracelulares pequefios (~20
residuos de aminoacidos), con un peso molecular de ~115/120 kDa. El extremo N-terminal esta
expuesto al medio extracelular, mientras que el extremo C-terminal se encuentra en el

citoplasma (Fig. 21) (Barzegar Behrooz et al., 2019).

Se sabe que la expresion de CD133 es mayor en el cancer de ovario seroso avanzado en
comparacién con ovarios normales y tumores benignos. Ademas, se ha reportado que las
células tumorales que presentan el marcador CD133 tienen mayor capacidad de migracion y
guimio resistencia. Asimismo, se ha determinado que la expresion de CD133 desempefia un
papel en la localizacidon celular durante la metastasis al incrementar la adhesion celular en el
tejido peritoneal en modelos de cancer de ovario (Ferrandina et al., 2008; Glumac y LeBeau,

2018).
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Figura 21. Estructura de la glicoproteina CD133. Estd conformada por cinco dominios transmembranales. El
extremo N-terminal es extracelular mientras que el extremo C-terminal se encuentra en el citoplasma (Modificado
de: Barzegar Behrooz et al., 2019).

2.2 PinX1, un nuevo corregulador del ERa

En el Instituto Nacional de Cancerologia, en el laboratorio a cargo de la Dra. Elizabeth Langley
McCarron, se ha caracterizado a la proteina 1 de interaccion con Pin2/TRF1 (PinX1), como un
nuevo corregulador de los SHR en cancer de préstata y de mama, el cual se ha visto involucrado
en proliferacién y migracion celular. (Flores-Ramirez et al., 2021; Noriega-Reyes et al., 2015a)
PinX1 se habia caracterizado inicialmente como un inhibidor de la telomerasa por Zhou y Lu en
2001. La elongacion telomérica es un evento comun en una gran variedad de canceres
epiteliales y se relaciona con etapas avanzadas de progresion del cancer y mal prondstico. Los
teldmeros son estructuras que estan compuestas por repeticiones en tandem de una secuencia
TTAGGG. Cubren los extremos de los cromosomas, protegiéndolos del ataque exonucleolitico,
la recombinacién inapropiada y el mantenimiento de una longitud optima de los teldmeros, que
es crucial para las células. La enzima denominada telomerasa se encuentra en el nucleo de los
teldmeros y estd compuesta de proteinas y componente de RNA. La subunidad catalitica
principal es la transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT); el componente de RNA de la
telomerasa (TER), proporciona una plantilla de RNA para que TERT codifique la repeticion del
teldmero. Después de la divisidn celular, los teldmeros eventualmente se acortan, los extremos
de los cromosomas se pierden, las células detienen la divisién celular y se produce la

senescencia replicativa. Sin embargo, la telomerasa se activa en el 90% de todos los canceres
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humanos vy la subunidad catalitica TERT se reactiva, por lo tanto, las células cancerosas

presentan inmortalidad replicativa (Johnson, 2011; Li et al., 2016; Shay and Bacchetti, 1997).

PinX1, una proteina identificada como un inhibidor de la telomerasa, y posible supresora de
tumores, constantemente se ha encontrado desregulada en diversos tipos de cdnceres como;
préstata, mama, cervicouterino, ovario, gastrico, entre otros. Existe una desregulacion de PinX1
gue generalmente se encuentra en carcinomas, donde su expresién es reducida en
comparacién con tejido normal (Banik & Counter, 2004; Cai et al., 2010; Kondo et al., 2005;
Zhou, 2011; Z. Zhou & Lu, 2001).

En células no cancerosas de mamifero, la vigilancia de la accién de la telomerasa es llevada a
cabo por 3 proteinas de unién al DNA: Pin2/TRF1, TRF2 y POT1, asi como sus proteinas
asociadas. TRF2 y POT1 mantienen la integridad de los teldmeros y Pin2/TRF1 mantiene los
telomeros en la longitud adecuada, por lo que proteinas que interaccionan con Pin2/TRF1
tienen influencia sobre la longitud del telémero. PinX1 regula directamente la funcion de
mantenimiento de Pin2/TRF1 a través de un mecanismo de retroalimentacion negativo y por su
interaccion con TERT. Cuando la telomerasa extiende la region telomérica, ésta permite la
unién de TRF1 que a su vez recluta PinX1, esta proteina inhibe la actividad de la telomerasa
evitando la adicién de mas repeticiones al telémero. Pero cuando la regidn extendida es mas
corta, se unirda menos TRF1 que a su vez reclutara a menos PinX1 por lo que no habrd una
inhibicion de la adicidon de repeticiones, creando una secuencia telomérica mas larga, de esta
manera se mantiene una longitud adecuada de esta region. En células cancerosas, una
expresion reducida de PinX1 evita la inhibicion de la accién de la telomerasa ocasionando
alargamiento de los teldmeros y causando inestabilidad cromosdmica (Fig. 22) (Zhou, 2011;
Zhou vy Lu, 2001).

PinX1 se encuentra ubicado en el cromosoma 8p23 y respecto a su estructura, se han descrito
dos isoformas: una proteina de longitud completa (PinX1L) de 328 aminodcidos, cuyo peso
molecular experimental es de 45 KDa, y una isoforma mas corta (PinX1S) de 174 aminoacidos,
con un peso molecular experimental de 37 kDa (Fig. 23). En su segmento carboxilo terminal,
PinX1L contiene el dominio de inhibicién a la telomerasa (TID), el cual contiene 74 aminoacidos

y va de la posicién 254 a 328, mientras que la isoforma PinX1S carece de este dominio.
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Especificamente la regidén 254-289 es la que se une a Pin2/TRF1, esta interaccion tiene un papel
fundamental en la estabilizaciéon de los telémeros. La region 290-328 contiene una seflal de
localizacion nucleolar, y es aquella que se puede asociar con TERT para efectuar la inhibicidn de
la actividad de telomerasa. Su segmento amino-terminal contiene un dominio rico en residuos
de glicina (G-patch) que va de la posicién 24 a 69, y esta involucrado en el proceso de
maduracion de rRNA. De manera paralela el G-patch tiene una influencia negativa sobre la
localizacion nucleolar de PinX1. Entre su segmento C- y N-terminal, se localiza un dominio
central, el cual tiene cierto efecto mediando la localizacién nucleolar de TERT (Chen et al,, 2011;

Guglielmiy Werner, 2002; Li et al., 2016; Liao, 2002).

N\ TERT
TER

Telémero se acorta debido a la replicacién del

ADN; hay menos TRF1 y PinX1 unido al telémero

1
W P e

La telomerasa alarga el telémero; hay mas TRF1
unido al telémero

1
e

PINX1 PINX1 PINX1

| WWW )

TRF1 recluta a PinX1 y la actividad de la telomerasa
es inhibida

Figura 22. Mecanismo de PinX1 sobre la telomerasa. TERT, telomerasa transcriptasa inversa; TER, RNA de la
telomerasa; TRF1; proteina unida al ADN telomérico, PINX1; proteina 1 de interaccién con TRF1 (Modificado de
Zhou, 2011).
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Figura 23. Principales dominios de la proteina PinX1S y PinX1S. El G-patch es un dominio rico en residuos de glicina,
ubicado en la region N-terminal (24-69 a.a.). EI TID es el dominio de inhibicién a la telomerasa ubicado en la region
C-terminal y esta conformado por 74 aminoacidos (254-328 a.a.) y contiene 3 subdominios (C1, C2 y C3). La regidn
C1 (254-289aa) se une especificamente a Pin2/TRF1, la regién C2 (310-328aa) contiene una sefial de localizacién
al nucleolo y se puede asociar con TERT, la regién C3 (291-310aa) es reconocida especificamente por ser la regién
hidréfoba (Modificado de Li et al., 2016).

PinX1 se ha involucrado en los procesos tumorigénicos en diversos tipos de canceres.
Especificamente, para el COE se ha demostrado que existe una expresién disminuida de la
proteina PinX1. Dicha disminucién esta correlacionada con el desarrollo tumoral y como un

un factor de mal prondstico. En un analisis de tejidos de tumores de ovario epiteliales se
encontré un 100% de positividad para PinX1 en tejidos catalogados como normales, sin
embargo el porcentaje de positividad para PinX1 disminuye para cistoadenomas benignos
(84%), tumores limitrofes (75.9%) y para carcinomas de ovario invasivos (66.2%), demostrando
una fuerte correlacién entre la expresién reducida de PinX1 con pacientes que tienen mal
prondstico, caracterizado por metastasis a nédulo linfatico, metdstasis distante y etapa tardia
segun FIGO (Fig. 24 y Tabla 2) (Cai et al., 2010; Liu et al., 2013; Shi, et al., 2014; Zhou, et al.,
2014; Wu et al.,, 2014).
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Figura 24. Inmunohistoquimica de PinX1 en microarreglos de tejidos tumorales de COE y tejido de ovario normal.
a y b) Células epiteliales normales; c y d) cistoadenoma; e y f) tumor limitrofe; g y h) carcinoma invasivo; i vy j)
carcinoma de ovario. Recuadros superiores, aumento 100X. Recuadros inferiores, aumento 400X. Positividad de
PinX1; color marrdn (Cai et al., 2010).

Tabla 3. Expresion de PinX1 en tejido de ovario normal y tumores ovaricos epiteliales (Modificado de: Cai et al.,
2010).

Proteina PinX1
Todos los Expresién negativa (%) Expresion positiva (%)
casos
Ovarios normales 12 0(0) 12(100)
Cistoadenoma 25 4(16) 21(84)
Tumores
limitrofes 29 7(24.1) 22(75.9)
carci
arcinoma 157 53(33.8) 104 (66.2)
invasivo

Se observa una disminucién significativa de la frecuencia de expresion de PinX1 en
cistoadenomas, tumores limitrofes y carcinomas invasivos (p=0.029) (Cai et al., 2010).

En nuestro laboratorio, se identificd que la proteina PinX1S interactia de forma directa con el
ERa en su dominio amino (N) terminal, en la regiéon AF-1 (1 a 180 a.a.) y funge como un
correpresor en células de cancer de mama, MCF7 y MDA-MB-453, reprimiendo la actividad
transcripcional de manera dependiente de E; y se observa que es reclutado a promotores de
genes diana de ERa, como pS2, E2F, WISP2, y GREB1. Asimismo, la sobreexpresién de PinX1 en
presencia de E, inhibe la expresién del RNAm de genes diana de ERa; IGFBP2, CASP8, pS2 y PR.
La sobreexpresion de PinX1 en la linea celular MCF7 inhibe la proliferacion celular de manera
dependiente de E, y el silenciamiento de PinX1 incrementa la proliferacion celular, en presencia
y ausencia de E;. De igual manera, el silenciamiento de PinX1 incrementa significativamente la
formacién de colonias en la linea celular MCF7, lo que sugiere que PinX1 funge como un

supresor de tumores en este tejido (Noriega-Reyes et al., 2015).
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Por otra parte, se encontré que el dominio TID de PinX1L no estd involucrado en la unién con
ERa, por lo que al utilizar la isoforma corta se puede profundizar sobre el papel que ejerce PinX1
como corregulador y separar su funcion inhibidora de la telomerasa. Recientemente se reportd
que PinX1S es capaz de interactuar de forma directa con el receptor de andrdgenos (AR),
especificamente en su dominio LBD en presencia de EtOH (etanol), DHT (dihidrotestosterona)
o Flu (flutamida). A diferencia de su efecto sobre el ERa, funge como un coactivador de AR en
células de cancer de préstata, 22Rv1 y DU-145, promoviendo la actividad transcripcional de AR
de manera dependiente de DHT y con menor significancia en ausencia de ligando. En la linea
celular 22Rv1 la sobreexpresiéon de PinX1S o PinX1L incrementan la proliferacion celular de
manera dependiente de DHT y en menor significancia en ausencia de ligando, mientras que el
silenciamiento de PinX1 disminuye la proliferacién celular, en presencia de DHT. Asimismo, la
sobreexpresidon de PinX1S en la linea celular 22Rv1 y HPrEC (linea celular epitelial de prostata
no cancerosa) promueve la formacion de colonias, en ausencia y presencia de ligando, mientras
gue en la linea celular 22Rv1 aumenta significativamente la migracidon celular en presencia y
ausencia de DHT. Estos datos mostrados en cancer de mama y cancer de préstata dan indicios
de la importancia de estudiar a la proteina PinX1 en un contexto celular especifico, en el cual
sus funciones como coactivador o correpresor de la actividad transcripcional mediada por
receptores de hormonas esteroides dependen del receptor sobre el cual actia y del tejido
analizado (Flores-Ramirez et al., 2021; Noriega-Reyes et al., 2015).

Estudios preliminares a este proyecto determinaron los efectos sobre la proliferacion celular en
lineas celulares de COE al sobreexpresar PinX1S. Se realizaron ensayos de proliferacion celular
en lineas celulares de COE que sobreexpresan establemente a PinX1S. En la linea celular TOV-
112D la sobreexpresion de PinX1S, inhibe significativamente la proliferacion celular, en
presencia como en ausencia de Ej. La linea celular parece ser sensible a E;, al observarse un
incremento significativo en la proliferacion celular en presencia de E,, en comparacién con el
grupo control. Asimismo, en la linea celular SK-OV-3 se observa el mismo comportamiento que
en lalinea celular TOV-112D, al observarse una inhibicion clara en la proliferacion celular tras la
sobreexpresién estable de PinX1S tanto en presencia como en ausencia de E; de la misma

manera, parece ser sensible a E, al encontrarse un aumento significativo en la proliferacién
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celular en presencia de E;. Esto sugiere que la sobreexpresion de PinX1S, independientemente
de la presencia de ligando agonista, inhibe significativamente la proliferacién celular en las
lineas celulares de COE, TOV-112D y SK-OV-3, Figura 25. Por lo tanto, estos datos respaldan
estudios anteriores que proponen a PinX1 como un supresor de tumores, al menos en células

de cancer de ovario (Datos en proceso de publicacion).
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Figura 25. Curva de proliferacion en la linea celular TOV-112D y SK-OV-3 a 72 horas, bajo tratamiento con etanol
(EtOH) y estradiol (E2) 20 nM. Para las dos lineas celulares (TOV-112D y SK-OV-3) se compararon grupos con la
prueba paramétrica t-student; VV EtOH vs PVV E2 20n nM, PinX1S EtOH vs PinX1S E2 2n nM, VV EtOH vs PinX1S
EtOH y VV E2 vs PinX1S E2 20 nM. Graficas obtenidas con datos de 5 repeticiones en donde * p<0.01, ** p<0.005
(Datos en proceso de publicacién).

De igual manera, el tratamiento de estas lineas celulares, que sobreexpresan a PinX1S, con el
androgeno DHT muestran el mismo comportamiento al inhibir drasticamente la proliferaciéon
celular. Esto es sorprendente, ya que se ha demostrado un papel de PinX1S como coactivador
de AR en células de cancer de prostata. Esto sugiere un papel de PinX1 sobre la proliferacion

celular que va mas alla de su papel como corregulador de SHR.

3. Planteamiento del problema

El COE es un problema de salud publica por lo que es importante estudiar los factores que
incrementan los riesgos de desarrollarlo y entender sus mecanismos. Uno de ellos tiene que ver
con la actividad de los estrégenos y sus receptores nucleares y correguladores (activadores y
represores). Entre estos uUltimos se encuentra PinX1, el cual tiene un papel dual en distintos

tipos de canceres regulados por hormonas esteroides. Uno de los problemas en el COE es que
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se detecta en estadios tardios, cuando la enfermedad estd muy avanzada y las opciones
terapéuticas son menos. Por ello se decidié estudiar el papel que tiene PinCl sobre la
proliferacion del COE en un modelo de lineas celulares y la formacion de ovario-esferas, como

modelo tridimensional de estudio.

4. Justificacion

Se ha observado que la disminucién en la expresion de la proteina PinX1 estd relacionada con
la progresion del COE y con un mal prondstico de las pacientes. Ademas, es un correpresor del
ERa en células de cancer de mama y un coactivador de AR en células de cancer de prostata. Sin
embargo, su sobreexpresion en células de cancer de ovario inhibe la proliferacién celular
independientemente de cudl receptor hormonal sea activado. Por lo tanto, es de importancia
esclarecer las funciones de PinX1 sobre la regulacién de esta neoplasia al disminuir o
incrementar su expresién y observar sus efectos en términos de proliferacion celular y

formacion de ovario-esferas.

5. Pregunta de investigacion

¢Qué efecto causa el silenciamiento de PinX1 sobre la proliferacion celular y la formacién de

ovario-esferas?

6. Hipotesis
El silenciamiento de PinX1, un corregulador de receptores hormonales, promoverd la

proliferacidon celular y se incrementara el nimero y tamafio de ovario-esferas.

7. Objetivos

7.1 Objetivo General

Determinar el efecto que ejerce PinX1 sobre la proliferacion celular y formacion de esferoides

de células de COE.

7.2 Objetivos Particulares

1) Realizar un estudio in silico sobre la expresién de PinX1 en COE
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2) Evaluar el efecto del silenciamiento de PinX1 sobre la proliferacién celular de las lineas
celulares de cancer de ovario TOV-112D y SK-OV-3 en presencia o ausencia de Eo.

3) Evaluar las condiciones 6ptimas de formacién de ovario-esferas, a través de los marcadores
de superficie celular CD44 y CD133.

4) Determinar el efecto del silenciamiento o sobreexpresion de PinX1 en el nimero y tamafio

de ovario-esferas formadas.

8. Material y métodos

8.1 Ensayo in silico

A partir de la base de datos Oncomine (www.oncomine.org.) en donde hay registros de
microarreglos se eligid la base de datos de Lu y Yoshihara para determinar la expresién relativa
del RNAm de PinX1 en tejidos provenientes de distintos subtipos histolégicos de COE
(adenocarcinomas serosos, células claras, endometrioides y mucinosos) y comparar su
expresion contra la expresion del tejido normal de ovario. Asimismo, se determind si la
expresion relativa del RNAm de PinX1 cambiaba conforme avanzan los estadios reportados por
la FIGO en adenocarcinomas serosos, endometrioides y de manera general en el COE en
comparacién con el tejido normal de ovario. Por otro lado, de acuerdo con la plataforma de

extraccion de datos integrada del cancer, UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/) que contiene

datos de muestras obtenidas de TCGA se determind la expresion relativa del RNAm de PinX1,
ERa y ERB conforme avanzan los estadios en el COE y la supervivencia de las pacientes cuando
hay una alta o baja/media expresién de PinX1, ERa y ERB. Por ultimo, se obtuvo una red de
interacciéon de PinX1 con diversos genes, incluyendo a ERa a partir del servidor de predicciéon

GeneMANIA (https://genemania.org/).

8.2 Cultivo celular

Se utilizaron las lineas celulares de COE: TOV-112D, SK-OV-3 y OVCAR-3, las cuales se cultivaron
en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 5% y 100 U/mL penicilina y 100
mg/mL de estreptomicina, CO; al 5%, en atmodsfera humidificada a 37°C. Para todos los

tratamientos hormonales, el medio de cultivo se remplazé por medio libre de rojo fenol

68


http://ualcan.path.uab.edu/
https://genemania.org/

suplementado con suero fetal bovino tratado con carbdn activado/dextran (sFBS) para eliminar

las hormonas del suero.

e TOV-112D: Tejido de ovario, morfologia epitelial, grado 3; etapa IlIC, carcinoma
endometrioide, propiedades de crecimiento adherentes con aplicacion en cultivo 3D.
(ATCC; https://www.atcc.org/products/crl-11731)

e SK-OV-3: Tejido de ovario (ascitis), morfologia epitelial, adenocarcinoma, propiedades
de crecimiento adherentes con aplicacion en cultivo 3D. (ATCC;
https://www.atcc.org/products/crl-11731)

e (OVCAR-3: Tejido de ovario, morfologia epitelial, adenocarcinoma, propiedades de
crecimiento adherentes con aplicacion en cultivo 3D. (ATCC;

https://www.atcc.org/products/crl-11731)

8.3 Ensayos de proliferacion celular con el silenciamiento de PinX1

Para el silenciamiento de PinX1, las lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3 fueron transfectadas
con el reactivo lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) segun las instrucciones del
proveedor con 5ug de una mezcla de shRNA especifico para PinX1 o control: shPinX1#1 (shPinX1
#084 + shPinX1 #817), 2) shPinX1#2 (shPinX1 #607 + shPinX1 #817) y, shPinX1#3(shPinX1 #817
+ shPinX1 #771) (Sigma-Aldrich) o shE1 (control). Al dia siguiente las células se recuperaron con
tripsina 1X y se sembraron 1,000 células/mililitro de células transfectadas con el shRNA
especifico para PinX1 en placas de 96 pozos en medio libre de rojo fenol suplementado con 3%
de sSFB por 6 dias. Los tratamientos se realizaron cada 24 horas con E; 20nM. Para los ensayos
de proliferacién celular se utilizé el ensayo XTT ,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-
tetrazolio-5-carboxanilida. Las células se incubaron con 25 pl de 1 mg/ml de XTT (Thermo Fisher
Scientific) y con 2.5 ul de PMS (N-Metil Dibenzopirazina Metil Sulfato) por cada mililitro de XTT
durante 1.5 horas a 37°C. Finalmente, el ensayo se leyd a una absorbancia de 450 nm usando

el lector de microplacas (Synergy H1, Biotek).

Secuencias de shRNA especifico para PinX1:
e shPinX1 #817:
CCGGGCAAGGAGCCACAGATCATATCTCGAGATATGATCTGTGGCTCCTTGCTTTTTG.
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Dirigido a PinX1S y PinX1L. Region codificante.

e shPinX1 #084:
CCGGGCTACACTAGAAGAAACGCTACTCGAGTAGCGTTTCTTCTAGTGTAGCTTTTTTG.
Dirigido a PinX1S y PinX1L. Region codificante.

e shPinX1 #771:
CCGGCCTTCAGCAAGAGAGTTTAATCTCGAGATTAAACTCTCTTGCTGAAGGTTTTTTG.
Dirigido a PinX1S y PinX1L. Region 3"UTR.

e shPinX1 #607:
CCGGCAGGTAAAGATGTGGAAAGTTCTCGAGAACTTTCCACATCTTTACCTGTTTTTTG.
Dirigido a PinX1S y PinX1L. Region codificante.

8.4 Obtencion de ovario-esferas

El ensayo se realizd a partir del cultivo celular en monocapa de las lineas celulares TOV-112D,
SK-OV-3 y OVCAR-3 en confluencia no mayor al 80%. Las células se recuperaron con verseno
(EDTA 200mg/L, PBS 1X). Para la estandarizacion inicial, se sembraron 10x103, 15x103, 20x103,
30x103, 40x103 0 50x103 células en placas Petri de 6 cm estériles tratadas con poli (metacrilato
de 2-hidroxietilo) (Poly HEMA)- (Sigma Aldrich) (1% en etanol absoluto) durante toda la noche
a 37°C en agitacion constante, en medio DMEM libre de rojo fenol, suplementando con 10% de
serum replacement (Thermo Fisher Scientific-108280) y factor de crecimiento epidérmico (EGF)

10 ng/mL. Se documento la obtencion de ovario-esferas a los 3, 5y 7 dias de incubacion.

8.5 Citometria de flujo

Se obtuvieron las ovario-esferas a partir de las lineas celulares TOV-112D, SK-OV-3 y OVCAR-3 a
los 3, 5y 7 dias de incubacion en las condiciones anteriormente descritas. Posteriormente se
recolectaron en tubos de centrifuga de 15 ml y se les realizo un lavado con flow buffer (BSA 1%
y EDTA 0.5 mM). Las muestras se centrifugaron a 2,500 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se les retiro el sobrenadante y el botdn se resuspendié en 200 ul de flow buffer. Se
tomaron 100 ul para la muestra control y 100 pl para la tincion de superficie CD44 y CD133.
Posteriormente se afadié 1 pl de anticuerpo FITC-CD44 y 2.5ul de anticuerpo APC-CD133, las
muestras se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente,
se les afiadid 100 pl de flow buffer y, se centrifugaron de nueva cuenta a 2,500 rpm por 5
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minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se les afladié 400 ul de paraformaldehido al 4%. Las
muestras se guardaron a 4°C hasta ser adquiridas en el citometro de flujo FACSAria con el

software FACSDiva 6.5.

e Anticuerpo CD44 anti-Humano/Raton acoplado al fluorocromo FITC (Tonbo biosciences)

e Anticuerpo CD133 anti-Humano acoplado al fluorocromo APC (EXBIO Antibodies)

8.6 Transfeccion estable de PinX1S

La linea celular TOV-112D fueron cultivadas 24 horas antes de la transfeccién en cajas de 6
pozos, en medio DMEM libre de rojo fenol, suplementado con 3% de sFBS. Una vez obtenido el
80% de confluencia celular se utilizd el reactivo TransIT-LT1 Transfection Reagent Mirus
(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las indicaciones del proveedor y realizando la transfeccion
para PinX1S o vector vacio (pcDNA). El constructo de plasmido de PinX1S tiene como base el
pladsmido pcDNA3.1/His/A, al cual se le insertd la secuencia de PinX1S y como vector vacio se
utilizé pcDNA3.1/His/A, (Noriega-Reyes et al., 2015). Se transfectd 3ug de plasmido de PinX1Sy
pcDNA. La transfeccidn se retiré a las 24 horas y se seleccionaron las células con expresion
estable de PinX1Sy pcDNA con el antibiotico G418 a una concentracion de 2 mg/mL durante 1

mes.

8.7 Western Blot

Se utilizaron 40 ug de proteina total las cuales se separaron por electroforesis en gel
desnaturalizante de poliacrilamida SDS-PAGE a 75V en el gel concentrador (5%) y 100V en el gel
separador (12%). Las proteinas se transfirieron a membranas de difluoruro de polivinilideno
(PVDF) durante 1h, 15 min a 75V en una camara humeda, en frio. Las membranas se incubaron
en solucion de bloqueo (leche en polvo semidescremada al 5% en buffer de lavado TBS-Tween
0.1%) durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion suave. Las membranas se incubaron
con anticuerpos primarios a una dilucion 1:5,000 en buffer de lavado TBS-Tween 0.1% durante
toda la noche a 4°C. Transcurrido el tiempo, las membranas se lavaron con buffer de lavado
TBS-Tween 0.1% tres veces durante 5 min con agitacion y posteriormente se incubaron con
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano picante (HRP) a una dilucién 1:10,000

durante 1 h a temperatura ambiente, en agitacion constante. Se realizaron tres lavados de 5
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minutos cada uno. Las proteinas se identificaron mediante quimioluminiscencia con los
sustratos de la peroxidasa y se revelaron por autorradiografia en placas de quimioluminiscencia
de alto rendimiento. Para normalizar las diferencias en la proteina cargada, se utilizd la proteina
GAPDH como control de carga. Las membranas se incubaron en solucién mild-stripping (15g
glicina, 1g SDS, 10mL Tween 20, c.b.p de H,0 para 1L, pH: 2.2) durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron con TBS-Tween 0.1%, se incubaron en solucion de bloqueo durante 1h a
temperatura ambiente y se les afiadid anticuerpo primario anti-GAPDH a una dilucién 1: 5 000
en solucion de lavado durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano picante a una dilucién
1:10 000 durante 1 h a temperatura ambiente y en agitacion constante. Las proteinas se
identificaron nuevamente por quimioluminiscencia y se revelaran de acuerdo con lo descrito

anteriormente.

e Anticuerpo PinX1 (D-3): sc-37411 oa-mouse monoclonal (Santa Cruz
Biotechnology)

e Anticuerpo GAPDH (L-18): sc-48167 a-goat policlonal (Santa Cruz Biotechnology)

8.8 NUumero y tamafio de ovario-esferas

Las lineas celulares TOV-112D y OVCAR-3 fueron utilizadas para ver el efecto del silenciamiento
o sobreexpresién de PinX1 sobre el nUmero y tamafio de ovario-esferas. Para el silenciamiento
de PinX1, TOV-112D fueron transfectadas con el reactivo lipofectamine 2000 (Thermo Fisher
Scientific) segun las instrucciones del proveedor con el plasmido shPinX1 #2 y shE1l. Mientras
gue, para la sobreexpresién de PinX1S se utilizaron las células con la transfeccién estable. Las
células transfectadas se recuperaron con verseno (EDTA 200mg/L, PBS 1X) y se sembraron
10,000 células en placas Petri de 6 cm estériles tratadas con Poly HEMA (Sigma Aldrich). Para
la sobreexpresion de PinX1S de la linea celular OVCAR-3 se sembraron 500,000 células en placas
de 6 pozos, una vez obtenido el 80% de confluencia celular se transfectaron con 3 ug de PinX1S
o vector vacio (pcDNA) con el reactivo lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) segun las
instrucciones del proveedor. Transcurridas 24 horas se retird la transfeccidon y las células se
recuperaron con verseno y se sembraron 50,000 células en placas Petri de 6mm estériles

tratadas con Poly HEMA.
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Las ovario-esferas estuvieron bajo tratamiento hormonal de E; 20 nM en medio DMEM libre de
rojo fenol, suplementado con 10% de serum replacement (Thermo Fisher Scientific-108280) y
factor de crecimiento epidérmico (EGF) 10 ng/mL. Las ovario-esferas obtenidas de la linea
celular TOV-112D se recolectaron al quinto dia y las obtenidas de la linea celular OVCAR-3 se
recolectaron al tercer dia. Posteriormente se documento el tamafio de las ovario-esferas con la
camara ZEISS Axiocam 305 color acoplada al microscopio Carl Zeiss™ Microscopio invertido Axio
Vert.Aly las imagenes se analizaron con el programa Zeiss Zen Version 3.4.91.00000. Mientras
que, el numero de ovario-esferas se documenté con el microdissector PALM Combi System y

las imdgenes se analizaron con el programa de procesamiento de imagen digital Image J.

9. Analisis Estadistico

Cada ensayo se realizd por triplicado y las diferencias significativas se definieron con una p<0.05.

Para los andlisis de densitometria de PinX1 por Western Blot en las lineas celulares TOV-112D,
SK-OV-3 y OVCAR-3 se realizé un analisis ANOVA unidireccional y Tukey Kramer post hoc para

determinar lineas celulares con diferencia significativa.

Para los ensayos de proliferacion celular se ocupd una prueba ANOVA de dos vias y Tukey
Kramer post hoc para determinar diferencias significativas entre los grupos tratados con EtOH

y E2 20nM.

Para la evaluacion de las condiciones optimas de enriquecimiento de los marcadores de
superficie celular CD44 y CD133 de las ovario-esferas se utilizé una prueba t-student para

observar la diferencia significativa entre el control y las ovario-esferas formadas.

Para los ensayos de nimero y tamafio de ovario-esferas formadas se ocupd una prueba ANOVA
de dos vias y Tukey Kramer post hoc para determinar diferencias significativas entre los

diferentes grupos.
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10. Resultados

10.1 Ensayo in silico

Para poder identificar genes candidatos para nuevos marcadores en COE, Lu y colaboradores
en el 2004 utilizaron microarreglos de 42 muestras de ovario congeladas instantdneamente
obtenidas de diferentes subtipos histolégicos (serosos, endometrioides, células claras vy
mucinosos) segun los criterios estandar de la FIGO y las cuales fueron proporcionadas por la
Universidad de Duke (Durham, NC) y la Clinica Mayo (Rochester, MN), a partir de esto,
observamos que existe una aparente sobreexpresion del RNAmM de PinX1 en varios subtipos
histologicos en comparacion con tejido normal. A través de un metaanalisis in silico a partir de
la plataforma Oncomine (www.oncomine.org.) se determind que existe un incremento en la
expresion del RNAm de PinX1 en muestras obtenidas de adenocarcinoma de células claras de
ovario (Fig. 26), de adenocarcinomas serosos (Fig. 27), pero no en adenocarcinomas
endometroides (Fig.28) ni en adenocarcinomas mucinosos (Fig. 29). Ademas, se registra una
aparente disminucion en la expresion de RNAm de PinX1 conforme avanza el estadio en
adenocarcinomas serosos, pero no en endometroides (Fig. 30 y 31) (Lu et al., 2004; Oncomine

Login, s. f.).

PINX1 Expression in Lu Ovarian
Ovarian Clear Cell Adenocarcinoma vs. Normal

P-value: 0.010
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Superficie epitelial de ovario (tejido normal) (5) Adenocarcinoma d2 células claras (7)

Figura 26. Expresion del RNAm de PinX1 en adenocarcinoma de células claras. Se observa la expresion de PinX1 en
muestras de tejidos normales obtenidas usando un citocepillo de cinco pacientes y muestras de siete tejidos de
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adenocarcinoma de células claras. Se registra una mediana de 0.032 para el grupo 1y una mediana de 0.154 para
el grupo 2, p=0.010 (Modificado de: Oncomine).

PINX1 Expression in Lu Ovarian
Qvarian Serous Adenocarcinema vs. Normal
P-value: 0.022
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Figura 27. Expresion del RNAm de PinX1 en adenocarcinomas serosos. Se observa la expresién de PinX1 en
muestras de tejidos normales obtenidas usando un citocepillo de cinco pacientes y muestras de tejidos de
adenocarcinomas serosos de veinte pacientes. Se registra una mediana de 0.032 para el grupo 1y una mediana de
0.091 para el grupo 2, p=0.022 (Modificado de: Oncomine).

PINX1 Expression in Lu Ovarian
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Figura 28. Expresion del RNAm de PinX1 en adenocarcinomas endometrioides. Se observa la expresiéon de PinX1
en muestras de tejidos normales obtenidas usando un citocepillo de cinco pacientes y muestras de tejidos de
adenocarcinomas endometrioides de nueve pacientes. Se registra una mediana de 0.032 para el grupo 1y una
mediana de 0.036 para el grupo 2, p=0.080 (Modificado de: Oncomine).
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PINX1 Expression in Lu Ovarian
Ovarian Mucinous Adenccarcinoma vs. Normal

P-value: 0.216
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Figura 29. Expresion del RNAm de PinX1 en adenocarcinomas muscinosos. Se observa la expresion de PinX1 en
muestras de tejidos normales obtenidas usando un citocepillo de cinco pacientes y muestras de tejidos de
adenocarcinomas mucinosos de nueve pacientes. Se registra una mediana de 0.032 para el grupo 1y una mediana
de 0.093 para el grupo 2, p=0.216 (Modificado de: Oncomine).

PINX1 Expression in Lu Ovarian
Grouped by FIGO Stage (Ovarian Serous Adenocarcinoma)
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Figura 30. Expresion del RNAm de PinX1 en diferentes estadios en adenocarcinomas serosos. Se observa la
expresion de PinX1 en muestras de tejidos normales obtenidas usando un citocepillo de 33 pacientes (normal),
muestras de tejidos de adenocarcinoma de ovario seroso en estadio | de 9 pacientes (FIGO estadio I) y en estadio
Il de 8 pacientes (FIGO estadio lll). Se registra una mediana de 0.101 para el grupo 0, 0.111 para el grupo 1y 0.028
para el grupo 2 (Modificado de: Oncomine).
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PINX1 Expression in Lu Ovarian
Grouped by FIGO Stage (Ovarian Endometrioid Adenocarcinoma)
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Figura 31. Expresion del RNAm de PinX1 en diferentes estadios en adenocarcinomas endometroides. Se observa la
expresion de PinX1 en muestras de tejidos normales obtenidas usando un citocepillo de 41 pacientes normal (0),
muestras de tejidos de adenocarcinoma de ovario seroso en estadio | de 2 pacientes (1), en estadio Il de 3 pacientes
(2) y en estadio Il de 4 pacientes (3). Se registra una mediana de 0.093 para el grupo 0, 0.210 para el grupo 1,
0.102 para el grupo 1y 0.124 para el grupo 3 (Modificado de: Oncomine).

Los datos registrados por Lu y colaboradores en el 2004 no son concluyentes, ya que en el 2009
Yoshihara y colaboradores llevaron a cabo un andlisis para poder dilucidar los mecanismos que
participan en la progresién rapida del cancer de ovario de tipo seroso, en donde diagnosticaron
los perfiles de expresion génica de 43 tejidos de COE que comprendian ocho tejidos en estadio
temprano y 35 en estadio avanzado utilizando microarreglos de oligonucledtidos de 18,716
genes. De acuerdo con la plataforma Oncomine, Yoshihara y colaboradores reportaron una
tendencia a disminucion en los niveles de PinX1 a nivel de RNAm en tejidos de adenocarcinoma
seroso de ovario en comparaciéon con tejido normal (Fig. 32), ademas de una diminucion del

RNAm conforme avanza el estadio (Fig. 33) (Oncomine Login, s. f.; Yoshihara et al., 2009).
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PINX1 Expression in Yoshihara Ovarian
Ovarian Serous Adenccarcinoma vs. Normal

P-value: 0.996
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Figura 32. Expresion del RNAm de PinX1 en adenocarcinomas serosos. Se observa la expresién de PinX1 en
muestras de tejidos normales obtenidos del peritoneo de 10 pacientes (1) y muestras de tejidos de
adenocarcinoma de ovario seroso de 43 pacientes (2). Se registra una mediana de 0.19 para el grupo 1 y una
mediana de -0.218 para el grupo 2, p=0.996 (Modificado de: Oncomine).

PINX1 Expression in Yoshihara Ovarian
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Figura 33. Expresién del RNAm de PinX1 en diferentes estadios. Se observa la expresion de PinX1 en muestras de
tejidos normales obtenidos del peritoneo de 10 pacientes, muestras de tejidos de adenocarcinoma de ovario
seroso en estadio | de 8 pacientes y en estadio Il o IV de 35 pacientes. Se registra una mediana de 0.19 para el
grupo 0, -0.239 para el grupo 1y -0.218 para el grupo 2 (Modificado de: Oncomine).

De acuerdo con la plataforma de extraccién de datos integrada para facilitar el analisis integral
del transcriptoma del cancer, UALCAN se reporta que la expresion del RNAm de PinX1 tiende a

disminuir conforme avanzan los estadios en cistadenocarcinoma seroso de ovario (Fig. 34).
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Mientras que no se registran cambios significativos en la expresién del RNAm del ERa (ESR1)
conforme avanzan los estadios (Fig. 35), sin embargo, la expresion del RNAm de ERB (ESR2)
disminuye significativamente del estadio Il al estadio lll y del estadio Il al estadio IV (Fig. 36),

(UALCAN).
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Figura 34. Expresién del RNAm de PinX1 en cistadenocarcinoma seroso en diferentes estadios de cancer de ovario.
De acuerdo con las muestras reportadas en el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) se observa la expresion de
PinX1 en muestras de estadio | (n=1), estadio Il (n=20), estadio Ill (n=243) y estadio 4 (n=38). Para el estadio | se
registra una mediana de 6.245, para el estadio Il de 11.286, para el estadio Il de 9.892 y para el estadio IV de 9.03.
Estadio | vs Estadio Il (estadistica no aplicable), Estadio | vs Estadio Il (estadistica no aplicable), Estadio | vs Estadio
IV (estadistica no aplicable), Estadio Il vs Estadio Ill (p=0.917), Estadio Il vs Estadio IV (p=0.429) y Estadio Ill vs
Estadio IV (P=0.286), (UALCAN).
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Expression of ESR1 in OV based on individual cancer stages
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Figura 35. Expresién del RNAm de ERa en cistadenocarcinoma seroso en diferentes estadios de cancer de ovario.
De acuerdo con las muestras reportadas en el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) se observa la expresion de ERa
en muestras de estadio | (n=1), estadio Il (n=20), estadio lll (n=243) y estadio 4 (n=38). Para el estadio | se registra
una mediana de 15.238, para el estadio Il de 37.507, para el estadio Il de 31.141 y para el estadio IV de 25.948.
Estadio | vs Estadio Il (estadistica no aplicable), Estadio | vs Estadio Il (estadistica no aplicable), Estadio | vs Estadio
IV (estadistica no aplicable), Estadio Il vs Estadio Il (p=0.528), Estadio Il vs Estadio IV (p=0.856) y Estadio Ill vs
Estadio IV (P=0.582), (UALCAN).

Expression of ESR2 in OV based on individual cancer stages
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Figura 36. Expresién del RNAm de ERP en cistadenocarcinoma seroso en diferentes estadios de cancer de ovario.
De acuerdo con las muestras reportadas en el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) se observa la expresion de
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PinX1 en muestras de estadio | (n=1), estadio Il (n=20), estadio Ill (n=243) y estadio 4 (n=38). Para el estadio | se
registra una mediana de 0.207, para el estadio Il de 0.681, para el estadio lll de 0.293 y para el estadio IV de 0.297.
Estadio | vs Estadio Il (estadistica no aplicable), Estadio | vs Estadio Il (estadistica no aplicable), Estadio | vs Estadio
IV (estadistica no aplicable), Estadio Il vs Estadio Ill (p=0.006), Estadio Il vs Estadio IV (p=0.03) y Estadio Ill vs Estadio
IV (P=0.932). (Ualcan.path.uab.edu/home, s. f.)

Asimismo, se busco la coexpresion entre PinX1y el ERa y ERB, sin embargo, no se encontrd en

la base de datos dicha relacion.

Por otro lado, a partir de la misma plataforma (UALCAN) se reporta la supervivencia de las
pacientes con cancer de ovario a nivel de expresion de PinX1, mostrandose que la alta expresion
de PinX1 promueve una mayor sobrevida de las pacientes en aproximadamente los primeros
1000 dias, sin embargo, posterior a ese tiempo se reporta una menor sobrevida en comparaciéon
con las pacientes que presentan una baja expresién de PinX1. Estos datos no son concluyentes
ya que no hay diferencia significativa, Fig. 37, (UALCAN). Para todas la graficas de Kaplan-Meier
se tomd en cuenta los datos de supervivencia de pacientes de TCGA, considerando como “dia
de ultimo seguimiento” si la paciente estaba viva y “dia de muerte” si la persona habia fallecido.
Las muestras de tumores primarios se dividieron en un grupo de “expresion alta” (muestras con
valores de expresién génica iguales o superiores al valor del tercer cuartil) y un grupo de

“expresion baja” (muestras con valores de expresion génica inferiores al valor del tercer cuartil).

Effect of PINX1 expression level on OV patient survival
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Figura 37. Supervivencia de las pacientes con cancer de ovario a nivel de expresién de PinX1. De acuerdo con las
muestras reportadas en el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) se registra una alta expresion de PinX1 en 76
pacientes (linea roja) y una baja expresidon de PinX1 en 227 pacientes (linea azul). Se observa que la alta expresion
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de PinX1 inicialmente promueve una mayor sobrevida de las pacientes en comparacion con la baja expresién de
PinX1, sin embargo, posterior a 1000 dias, se observa un efecto inverso. P=0.74, (UALCAN).

Ademas, se reporta la supervivencia de las pacientes con cancer de ovario a nivel de expresién
de ERa (ESR1), mostrandose que la baja expresién promueve una mayor sobrevida de las
pacientes en comparacion con aquellas que presentan una alta expresién de ERa. (Fig. 38),

(UALCAN).
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Figura 38. Supervivencia de las pacientes con cancer de ovario a nivel de expresién de ERa. De acuerdo con las
muestras reportadas en el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) se registra una alta expresién de ERa en 76
pacientes (linea roja) y una baja expresion de ERa en 227 pacientes (linea azul). Se observa que la baja expresion
de ERa promueve una mayor supervivencia de las pacientes en comparacion con la alta expresiéon de ERa. P=0.022,
(UALCAN).

La supervivencia de las pacientes con cancer de ovario a nivel de expresién de ERB (ESR2),
sugiere que la alta expresion de ERB promueve una mayor sobrevida de las pacientes en
comparacién con aquellas que presentan una baja expresion de ERB, aunque no es significativo

(p=0.07), (Fig. 39), (UALCAN)
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Effect of ESR2 expression level on OV patient survival
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Figura 39. Supervivencia de las pacientes con cancer de ovario a nivel de expresion de ERB. De acuerdo con las
muestras reportadas en el Atlas del Genoma del Cancer (TCGA) se registra una alta expresién de ERB en 76
pacientes (linea roja) y una baja expresion de ERB en 227 pacientes (linea azul). Se observa que la baja expresion
de ERP promueve una menor supervivencia de las pacientes en comparacion con la alta expresiéon de ERB. P=0.071,
(UALCAN).

A partir del servidor de prediccion GeneMANIA se muestra un disefio lineal detallada de la red
de interacciones entre diversos genes, en donde se resalta la interaccion entre PinX1y ERa y las

funciones de los genes asociados (Fig. 40), (GeneMANIA).
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Figura 40. Red de interaccion de PinX1 con diversos genes. De acuerdo con los registrado en Gene MANIA se
observa una interaccion directa de PinX1 con ERa (ESR1). Receptor de estrogeno 1 (ERa), PGR; Receptor de
progesterona, TERT; telomerasa transcriptasa inversa, PTGES3; Prostaglandina E sintasa 3, DKC1; disquerina
pseudouridina sintasa 1, TERF1; Factor de unién de interacciéon telomérica 1, GTPBP4; proteina de unién a GTP 4,
POLR; RNAs polimerasa Il y GREB1; proteina de unién al receptor de estrogeno que regula el crecimiento 1.
(GeneMANIA)
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10.2 Presencia de PinX1 en las lineas celulares de COE

De acuerdo con lo reportado se ha descrito que PinX1 tiene una expresioén variable en diversos
tipos de canceres y dicha expresion depende del estadio. Dada la informacién reportada, es
importante determinar la presencia y cantidad de esta proteina en las lineas celulares TOV-
112D, SK-OV-3 y OVCAR-3. A partir de ensayos de Western blot se determind que las tres lineas
celulares presentan a la proteina PinX1S y PinX1L, sin embargo, la linea celular TOV-112D tienen
una menor presencia de ambas isoformas de PinX1, mientras que la linea celular SK-OV-3 tiene

una mayor presencia de estas, (Figura 41).
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Figura 41. Andlisis por densitometria de la presencia de la proteina PinX1 por Western Blot en la linea celular TOV-
112D, SK-OV-3 y OVCAR-3. Se muestra una grafica representativa, asi como un blot de la expresién de la presencia
de la proteina PinX1. Se utilizé una prueba ANOVA unidireccional y post hoc Tukey Kramer, sin diferencias
significativas.

10.3 Estandarizacion del silenciamiento de la proteina PinX1 en las lineas celulares
TOV-112D y SK-OV-3

Las lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3 se transfectaron con plasmidos especificos para

silenciar a PinX1 (shPinX1#084, shPinX1#607, shPinX1#817 y shPinX1#771), una vez que se
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comprobd el funcionamiento de todos los plasmidos se utilizaron las siguientes mezclas para

ver su eficiencia de silenciamiento:
ShPinX1#1: shPinX1#084 + shPinX1#817
shPinX1#2: shPinX1#607 + shPinX1#817

shPinX1#3: shPinX1#817 + shPinX1#771

Para la linea celular TOV-112D se determind utilizar la mezcla para el silenciamiento de PinX1
#2 y #3 (Figura 42). Mientras que para la linea celular SK-OV-3 se determind utilizar la mezcla

#1 vy #2 (Figura 43), al observarse una mayor disminucién en la presencia de la proteina.
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Figura 42. Andlisis por densitometria de la presencia de la proteina PinX1 por Western Blot en la linea celular TOV-
112D. Se muestra una grafica representativa, asi como un blot de la expresién de la proteina PinX1 al transfectar
las células con plasmidos especificos para el silenciamiento de PinX1.
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Figura 43. Andlisis por densitometria de la presencia de la proteina PinX1 por Western Blot en la linea celular SK-
OV-3. Se muestra una grafica representativa, asi como un blot de la expresién de la proteina PinX1 al transfectar
las células con plasmidos especificos para el silenciamiento de PinX1
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Una vez que se determind cuales son los pldsmidos de silenciamiento mas eficientes para cada
linea celular, se corrobord su eficiencia de cada uno para ver si el silenciamiento era
reproducible y utilizar los plasmidos para los ensayos de proliferacion celular y formacion de
ovario-esferas. Se demostré que en ambas lineas celulares se logré exitosamente el
silenciamiento parcial de PinX1, sin embargo, la eficiencia de silenciamiento fue mayor para la
linea celular TOV-112D en comparacion con la linea celular SK-OV-3. Asimismo, la mezcla de
shPinX1 #2 muestra una mayor eficiencia al observarse un mayor silenciamiento en ambas

lineas celulares, (Fig. 44).
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Figura 44. Andlisis por densitometria de la presencia de la proteina PinX1 por Western Blot en la linea celular TOV-
112D y SKOV-3. Se muestra media y desviacion estandar de 3 experimento independientes. Se observa una
disminucién significativa de la proteina PinX1S al ser transfretadas con las mezclas de los pldsmidos de
silenciamiento de PinX1. Se utilizd una prueba ANOVA unidireccional y post hoc Tukey Kramer; *p<0.05, **p<0.01
y ***p<0.0001.

10.4 Estandarizacidon de sobreexpresién de la proteina PinX1

La linea celular TOV-112D se transfectd con el reactivo TransIT-LT1 Transfection Reagent Mirus

(Thermo Fisher Scientific) siguiendo las indicaciones del proveedor con un plasmido vacio:
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pcDNA3.1/His/Ay, el plasmido de sobreexpresion de PinX1S: pcDNA3.1-PinX1S. Se realizdé una
transfeccion ascendente de 3, 5y 7 ug y se confirmé el funcionamiento del plasmido de
sobreexpresion. Mediante el ensayo de western blot se determind el funcionamiento de los

plasmidos y la concentracién a la cual hay una mayor sobreexpresion de PinX1S (Fig.45).
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Figura 45. Andlisis por densitometria de la sobreexpresion de la proteina PinX1S. Se muestra una gréfica
representativa de la sobreexpresion de PinX1S con 3, 5y 7 ug en comparacion con un plasmido vacio (pcDNA), asi

como un blot de la expresidn PinX1S tras realizar la transfeccion.

10.5 Ensayos de proliferacién celular de las lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3

Para demostrar que las lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3 son sensibles a E;, se realizaron
ensayos de proliferacién celular en ambas lineas celulares de manera basal mediante el método
XTT en presencia y ausencia de ligando agonista (E; 20nM), demostrando su sensibilidad a esta
hormona, al observarse un incremento de la proliferacién celular tanto en la linea celular TOV-

112D (Fig. 46), como en la linea celular SK-OV-3 (Fig.47) a los 6 dias de exposicion a E;.
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Figura 46. Curva de proliferacion celular de la linea celular TOV-112D durante 6 dias de tratamiento con etanol
(EtOH) o estradiol 20 nM (E2). Se muestra grafica con datos de 5 repeticiones con media y desviacion estdndar de
3 experimentos independientes con la misma tendencia. Se utilizé una prueba ANOVA de dos vias y Tukey Kramer
post hoc: *p<0.0001.
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Figura 47. Curva de proliferacion celular de la linea celular SK-OV-3 durante 6 dias de tratamiento con etanol (EtOH)
o estradiol 20 nM (E2). Se muestra grafica con datos de 5 repeticiones con media y desviacion estandar de 3
experimentos independientes con la misma tendencia. Se utilizé una prueba ANOVA de dos vias y Tukey Kramer
post hoc: *p<0.0001.

10.6 Ensayos de proliferacion celular de lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3 con

el silenciamiento de PinX1

Se ha descrito una importante disminucién en la expresion de PinX1 en diversos tipos de
canceres, incluido el gastrico (Kondo et al., 2005), el de mama (Zhou et al., 2011) y en ovario

(Cai et al., 2010a). De acuerdo con lo reportado por Cai y colaboradores en conjunto con los
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resultados obtenidos in silico en el COE existe una disminucién del RNAm y de la proteina de
PinX1, dicha disminucién esta relacionada con un incremento en la agresividad del tumor y un
mal prondstico de las pacientes. Ademas, se ha reportado la interaccién de PinX1 con los SHR
la cual estd relacionada con la proliferacion celular, la formacién de colonias y la migracion
celular en lineas celulares de cancer de mama y de prdstata en ausencia y presencia de
hormonas, por lo que se realizaron ensayos de proliferacién celular en la linea celular TOV-112D
y SK-OV-3 con el silenciamiento parcial de PinX1 en presencia y ausencia de ligando agonista

(E2).

Los ensayos de proliferacién celular se realizaron a diferentes tiempos hasta los 6 dias, al
silenciar parcialmente a PinX1 con los plasmidos shPinX1#1, shPinX1#2 o shPinX1#3. En ambas
lineas celulares se observa un incremento significativo en la proliferacién celular en ausencia o
presencia de E; en comparacion con el control (shE1), (Fig. 48, y 49). Por lo tanto, existe un
efecto mediado por su rol como correpresor de ERa (en presencia de E;) como se reporta en
lineas celulares de cancer de mama (Noriega-Reyes et al., 2015), pero también un efecto
independiente de estrégenos (en ausencia de Ej). Sugiriendo un papel proliferativo

independiente de ER.
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Figura 48. Curva de proliferacidn celular de la linea celular TOV-112D a 6 dias con el silenciamiento parcial de PinX1,
bajo tratamiento con etanol (EtOH) o estradiol 20 nM (E:). Las células se transfectaron transitoriamente con el
plasmido control shE1l, shPinX1#2 o shPinX1#3. Se muestra grafica con datos de 5 repeticiones con media y
desviacion estandar de 3 experimentos independientes con la misma tendencia. Se utilizd una prueba ANOVA de
dos vias y Tukey Kramer post hoc: *p<0.0001 shE1 EtOH vs shPinX1#2 EtOH, shE1 EtOH vs shPinX1#3 EtOH, shE1l
E2 vs shPinX1#2 E2 0 shE1 E2 vs shPinX1#3 Eo.
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Figura 49. Curva de proliferacion celular de la linea celular SK-OV-3 a 6 dias con el silenciamiento parcial de PinX1,
bajo tratamiento con etanol (EtOH) o estradiol 20 nM (E2). Las células se transfectaron transitoriamente con el
plasmido control shE1l, shPinX1#1 o shPinX1#2. Se muestra grafica con datos de 5 repeticiones con media y
desviacion estandar de 3 experimentos independientes con la misma tendencia. Se utilizdé una prueba ANOVA de
dos vias y Tukey Kramer post hoc: *p<0.0001 shE1 EtOH vs shPinX1#2 EtOH, shE1 EtOH vs shPinX1#3 EtOH, shE1l
E2 vs shPinX1#2 E2 0 shE1 E2 vs shPinX1#3 Ea.

10.7 Estandarizacién para formacion de ovario-esferas

Se realizaron ensayos de formacién de ovario-esferas para determinar el nimero de células que
se deben sembrar y cuantos dias de incubacién son los indicados para determinar las
condiciones Optimas de enriquecimiento de las CTC mediante la identificacion de los
marcadores de superficie CD44 y CD133. Estos marcadores se han utilizado como marcadores
de CTC en cancer de ovario (Barbato et al., 2019). El conocer los dias y porcentaje de expresion
fue importante para determinar el modelo adecuado para obtener el mayor nimero de posibles

CTC para realizar los préximos experimentos.

Como control se utilizaron las lineas celulares en monocapa. A partir de la linea celular TOV-
112D (Fig. 50) se sembraron 10,000 células (Fig. 51), 15,000 células (Fig. 52) y 25,000 células
(Fig. 53) en las condiciones descritas en la metodologia para enriquecer a las CTC,
posteriormente las ovario-esferas se recolectaron a los 3, 5y 7 dias y se evalud la expresion de
los marcadores de superficie celular CD44 y CD133. De acuerdo con lo obtenido, se tiene una

mayor expresion de los marcadores CD44 y CD133 en el quinto dia al sembrar 10,000 células
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con una media de 78.95 de células dobles positivas en comparacién con el cultivo en monocapa

que presenta una media de 32.3, de acuerdo con tres experimentos independientes, (Fig. 54).
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Figura 50. Determinacion de marcadores de CTC en células TOV-112D cultivadas en monocapa. Se presenta un
experimento representativo de tres repeticiones independientes. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas
fue analizado por citometria de flujo a través de los fluoréforos Alexa Fluor 488 y APC. Se observa un 26.5% de
células positivas para CD44 y CD133 sefialado en el cuadrante 2 (Q2).
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Figura 51. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 10,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular TOV-112D al dia 3 (20X), 5 (40X) y 7 (40X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresién de
los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por
citometria de flujo a través de los fluordforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 36.7%, 82.1% y 41.9% de
células doble positivas en el cuadrante 2 (Q2) en el dia 3, 5y 7, respectivamente.
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Figura 52. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 15,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular TOV-112D al dia 3 (20X), 5 (40X) y 7 (40X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresién de
los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por
citometria de flujo a través de los fluoroforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 34.4%, 75.2% y 15.2% de
células doble positivas en el cuadrante 2 (Q2) en el dia 3, 5y 7, respectivamente.
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Figura 53. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 25,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular TOV-112D al dia 3 (40X), 5 (40X) y 7 (40X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresién de
los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por
citometria de flujo a través de los fluoréforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 62.4%, 34.4% vy 7.87% de
células doble positivas en el cuadrante 2 (Q2) en el dia 3, 5y 7, respectivamente.
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Figura 54. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 10 000, 15 000y 25 000 células y condiciones dptimas
de la linea celular TOV-112D para obtener un mayor porcentaje de CTC. a) Citometria de flujo que compara la
expresion de los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas formadas a partir de diferentes condiciones. El
recuadro rojo representa las condiciones 6ptimas de enriquecimiento de CTC (10 000 células/ 5 dias). b) Gréfica
representativa en donde se observa una media del 32.3% de células dobles positivas en el grupo control
(monocapa)y 78.95% de células dobles positivas en el grupo de ovario-esferas generadas al sembrar 10 000 células
y recolectarlas al quinto dia. Se muestra gréafica con datos de dos experimentos independientes con media y
desviacion estandar. Se utilizd una prueba t-student control vs ovario-esferas (*P<0.0.001).
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Asimismo, se pretendid realizar ensayos de formaciéon de ovario-esferas a partir de la linea
celular SK-OV-3. Dado que el control (monocapa) presenta un alto porcentaje de los marcadores
de superficie celular CD44 y CD133 (Fig. 55), se determind que este no es un buen modelo para

este ensayo.
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Figura 55. Enriquecimiento de CTC en linea celular SK-OV-3 en monocapa. El porcentaje de células CD44 y CD133
fue analizada por citometria de flujo a través de los fluoroforos Alexa Fluor 488 y APC. Gréfica representativa en
donde se observa una media de 0.59% de células dobles positivas en el grupo control (monocapa) y 78.95% de
células dobles positivas en el grupo tefiido. Se muestra grafica con datos de dos experimentos independientes con
media y desviacién estandar. Se utilizé una prueba t-student control vs control tefiido (**p<0.01).

Por otro lado, como linea celular alternativa, se realizaron ensayos de formacién de ovario-
esferas de la linea celular OVCAR-3 para determinar el nimero de células 6ptimas para sembrar
y a los cuantos dias de incubacidon son los indicados en donde hay un mayor porcentaje de

enriquecimiento de los marcadores de CTC.

Como control se utilizd a la linea celular en monocapa (Fig. 56) y posteriormente se sembraron

10,000 células (Fig. 57), 20,000 (Fig. 58), 40,000 (Fig. 59) y, 50,000 (Fig. 60) en las condiciones
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descritas anteriormente para enriquecer a las CTC, posteriormente las ovario-esferas se
recolectaron después de 3, 5y 7 dias y se evaluaron los marcadores de superficie celular CD44
y CD133. De acuerdo con lo obtenido, se tiene una mayor expresion del marcador de superficie
celular CD44 en el tercer dia al sembrar 50,000 células con una media de 89.45 de expresion

positiva en comparacién con el cultivo en monocapa que presenta una media de 42.25%

(Fig.61).
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Figura 56. Determinacion de marcadores de CTC en células OVCAR-3 cultivadas en monocapa. Se presenta un
experimento representativo de tres repeticiones independientes. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas
fue analizada por citometria de flujo a través de los fluoréforos FITCy APC. Se observa un 10.9 % de células positivas
para CD44 y CD133 sefialado en el cuadrante 2 (Q2) y 35.8% de células positivas para CD44 en el cuadrante 1 (Q1).
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Figura 57. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 10,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular OVCAR-3 al dia 3 (20X), 5 (20X) y 7 (20X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresién de

los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por

citometria de flujo a través de los fluoréforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 28.1%, 3.62% y 1.50% de

células CD44+ en el cuadrante 1 (Q1), en el dia 3, 5y 7, respectivamente.
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Figura 58. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 20,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular OVCAR-3 al dia 3 (20X), 5 (20X) y 7 (20X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresion de
los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por
citometria de flujo a través de los fluordforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 29%, 45.7% y 30.6% de
células CD44+ en el cuadrante 1 (Q1), en el dia 3, 5y 7, respectivamente.
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Figura 59. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 40,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular OVCAR-3 al dia 3 (20X), 5(20X) y 7(20X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresion de
los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por
citometria de flujo a través de los fluordforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 81.9, 67.8% y 87.5% de
células CD44+ en el cuadrante 1 (Q1), en el dia 3, 5y 7, respectivamente.

3 dias 5 dias
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Figura 60. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 50,000 células bajo condiciones no adherentes. a)
Microscopia de ovario-esferas obtenidas a partir de la linea celular OVCAR-3 al dia 3 (20X), 5(20X) y 7(20X) de
enriquecimiento de las CTC mediante cultivo tridimensional. b) Citometria de flujo que compara la expresién de
los marcadores CD44 y CD133 en ovario-esferas. El porcentaje de células CD44 y CD133 positivas fue analizada por
citometria de flujo a través de los fluoréforos acoplados a FITC-A y APC. Se observa un 93.2, 85.3% y 89.0% de
células CD44+ en el cuadrante 1 (Q1), en el dia 3, 5y 7, respectivamente.

Dado que no se pudo enriquecer ovario-esferas CD133+ en ninguna de las condiciones

anteriormente descritas, se decidid utilizar las condiciones en donde habia un mayor

enriquecimiento de células CD44+ puesto que, se observd una tendencia a aumentar el

porcentaje de ovario-esferas CD44+ cuando se incrementaba el nimero de células sembradas

enlosdias 3,5y 7.
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Figura 61. Cinética de enriquecimiento de las CTC al cultivar 10 000, 20 000, 40 000 y 50 000 células y condiciones
Optimas de la linea celular OVCAR-3 para obtener un mayor porcentaje de CTC CD44+. a) Citometria de flujo que
compara la expresion del marcador CD44 en ovario-esferas formadas a partir de diferentes condiciones. El
recuadro rojo representa las condiciones dptimas de enriquecimiento de CTC CD44+ (50 000 células/ 3 dias). b)
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Grafica representativa en donde se observa una media de 42.2% de células CD44+ en el grupo control (monocapa)
y 89.4% de células dobles positivas en el grupo de ovario-esferas generadas al sembrar 50 000 células y
recolectarlas al tercer dia. Se muestra grafica con datos de dos experimentos independientes con media y
desviacion estandar. Se utilizé una prueba t-student control vs ovario-esferas (*p<0.05).

10.8 Ensayos de formacion de ovario-esferas y efecto de PinX1 sobre el nimeroy

tamafio de ovario-esferas generadas

Dado que la sobreexpresion de PinX1 en lineas celulares de COE (OVCAR-3, TOV-112D y SKOV-
3) disminuye significativamente la proliferacién celular y el silenciamiento incrementa
significativamente la proliferacién de manera dependiente e independiente de estrégenos (E»),
resulta de interés ver el efecto que tiene PinX1 sobre la formacion de ovario-esferas a partir de
la linea celular TOV-112D y OVCAR-3, para comenzar a dilucidar la accién que ejerce estd
proteina en el COE. Ademas, PinX1 ha sido reportado como corregulador de SHR y ya que el ER
efectla su accidn candnica en presencia de Ey, resulta de importancia observar el efecto de

PinX1 en presencia de E; sobre el nimero y tamafio de ovario-esferas formadas.

Para la linea celular TOV-112D se realizaron ensayos de formacién de ovario-esferas,
comparando el efecto que ejerce el silenciamiento parcial o la sobreexpresion estable de PinX1
contra la expresion control de un plasmido vacio. Las ovario-esferas se obtuvieron al quinto dia
al sembrar 10,000 células/mililitro. Se observa un incremento significativo tanto en el tamafio
(didametro) como el numero de ovario-esferas formadas al silenciar a PinX1 en presencia y
ausencia de E2, Fig. 62. Por otro lado, la sobreexpresion estable de PinX1 muestra un efecto
contrario, al observarse una disminucion significativa en el tamafio de las ovario-esferas en

comparacién con el control, Fig. 63.
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Figura 62. Formacién de ovario-esferas a partir de la linea celular TOV-112D. Gréficas e imagenes representativas
bajo tratamiento con EtOH o E2 20 nM e imagenes obtenidas mediante microscopia (20X). Efecto que ejerce el
silenciamiento de PinX1 sobre el a) tamafio y b) nimero de ovario-esferas. Se utilizé una prueba de ANOVA
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unidireccional y Tukey Kramer post hoc: *p<0.05 y *p<0.0001 shEl EtOH vs shE1l E; 20 nM, ** p<0.01 vy
**%p<0.0001 shE1 EtOH vs shPinX1#2 EtOH y ** p<0.01 y ***p<0.0001, shE1 E2 20 nM vs shPinX1#2 E» 20nM.
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Figura 63. Formacién de ovario-esferas a partir de la linea celular TOV-112D. Gréficas e imagenes representativas

bajo tratamiento con EtOH o E2 20 nM e imagenes obtenidas mediante microscopia (20X). Efecto que ejerce la

sobreexpresion estable de PinX1 sobre el a) tamafioy b) nimero de ovario- esferas. Se utilizd una prueba de ANOVA
unidireccional y Tukey Kramer post hoc: *p<0.05 pcDNA EtOH vs pcDNA E2 20 nM, *p<0.05 pcDNA EtOH vs PinX1S
EtOH y ** p<0.01 y *** p<0.0001 pcDNA E2 20 nM vs PinX1S E2 20 nM.

Asimismo, para la linea celular OVCAR-3 se hicieron ensayos de formacion de ovario-esferas

para determinar el efecto que ejerce el silenciamiento de PinX1 sobre el nimero y tamafio de

ovario-esferas en comparacién con la expresion control de un plasmido vacio. Las ovario-esferas

se obtuvieron al tercer dia al sembrar 50,000 células/mililitro. Se observa un incremento

significativo tanto en el tamafio (didmetro) como el nimero de ovario-esferas formadas al

silenciar a PinX1 en presencia y ausencia de E2, Fig. 64
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Figura 64. Formacion de ovario-esferas a partir de la linea celular OVCAR-3. Gréficas e imagenes representativas
bajo tratamiento con EtOH o E2 20 nM e imdgenes obtenidas mediante microscopia (20X). Efecto que ejerce la
sobreexpresion estable de PinX1 sobre el a) tamafioy b) nimero de ovario- esferas. Se utilizd una prueba de ANOVA
unidireccional y Tukey Kramer post hoc: **p<0.01 y ***p<0.0001 pcDNA EtOH vs pcDNA E; 20 nM, **p<0.01 y
**%*p<0.0001 pcDNA EtOH vs PinX1S EtOH, y ** p<0.01y *** p<0.0001 pcDNA E> 20 nM vs PinX1S E2 20 nM.

Si bien no estad registrado que el E; incremente el nidmero y tamafio de ovario-esferas
provenientes de lineas celulares de COE, existen reportes de que el ERa puede mediar la
sefializacion de estrogenos en CTC de lineas celulares de cédncer de mama y mejorar la
transcripcion de genes relacionados con las células troncales (Gelsomino et al., 2018). Ademas,
al observar un incremento en el nUmero y tamafio de ovario-esferas de manera dependiente e
independiente de E;, se puede sugerir que los estrégenos y PinX1 tienen un papel no sélo en la
proliferacion de lineas celulares de COE en monocapa, sino que también en CTC, aunque su

funcién aln no es clara.

11. Discusién de Resultados

El COE es una neoplasia ginecoldgica que esta relacionada con las hormonas esteroides como
lo es el estradiol, se ha postulado que los receptores nucleares pueden participar en la

formacién de complejos proteicos involucrados en la progresién de la enfermedad. Como se
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menciond anteriormente, esto se puede llevar a cabo a través de la sefializacion hormonal en
donde pueden estar involucradas proteinas correguladoras, las cuales inhiben o potencian la
funcion de los factores de transcripcion como, por ejemplo, el ER. Ya que los correguladores
interactuan fisicamente con los factores de transcripcion y modulan su actividad, la
desregulacion de estas proteinas puede generar un incremento en la proliferacion y migracion

de las células cancerosas.

Recientemente, nuestro grupo demostrd que PinX1S es un corregulador del ERa al interaccionar
fisicamente con éste y modificar su actividad transcripcional. Ademas, se ha reportado que
PinX1S tiene efectos inversos en el cdncer de mama y de préstata (Flores-Ramirez et al., 2021y
Noriega-Reyes et al., 2015). Por tal motivo, nos interesd realizar un estudio para determinar la

relacion que existe entre PinX1y la progresion del COE.

Con la finalidad de analizar el papel de PinX1 en la progresién del COE y la formacién de ovario-
esferas, en primer lugar, se realizé un estudio in silico para revisar la relacion entre la expresion
de PinX1 con los diferentes tipos histoldgicos y estadios del COE. Dado que existe una aparente
expresion diferencial de PinX1 en el COE, ha sido de interés determinar la expresion diferencial
en distintas lineas celulares de COE y poder asociar caracteristicas especificas de cada subtipo
histolégico con posibles mecanismos que estén involucrados con PinX1 y la progresion vy
desarrollo de la enfermedad, por lo que se analizaron dos estudios al respecto para el estudio
in silico empleando la plataforma Oncomine, uno reportado por Lu en el 2004 y otro por
Yoshihara en 2009. De acuerdo con los datos obtenidos de la plataforma Oncomine, Lu y
colaboradores reportaron un incremento significativo en la expresion del RNAm de PinX1 en
adenocarcinoma de células claras y serosos de COE (Fig. 26 y 27), ademads de una aparente
sobreexpresion en adenocarcinoma endometrioide y mucinosos (Fig. 28 y 29), en comparacién
con tejido normal. Por el contrario, Yoshihara y colaboradores (2009) reportaron una aparente
disminucion del RNAm de PinX1 en tejidos de adenocarcinomas serosos en comparacion con
tejido normal (Fig. 32), datos que contradicen lo reportado por Lu, sin embargo, es importante
destacar que el nUmero de muestras analizadas suelen ser pocas tanto en el estudio de Lu como
de Yoshihara, lo que pudiera ser una variable que afecte los resultado in silico. (Lu et al., 2004 y

Yoshihara et al., 2009)
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Por otro lado, Lu y colaboradores reportaron una aparente disminucion del RNAm de PinX1 en
adenocarcinomas serosos y endometriodes (Fig. 30 y 31) conforme avanzan los estadios. Esta
aparente disminucién en adenocarcinomas serosos se observa en los datos reportados por
Yoshihara (Fig. 33). Asimismo, de acuerdo con los datos obtenidos de la plataforma UALCAN, la
cual realiza un andlisis profundo de datos de expresion génica de TCGA (Del inglés Cancer
Genome Atlas), se observa la misma tendencia (Fig. 35), (Lu et al., 2004, UALCAN y Yoshihara et
al., 2009).

Tomando en cuenta todos estos datos analizados se puede sugerir que la aparente disminucién
del RNAm de PinX1 puede estar relacionada con la progresion de la enfermedad, al menos en
adenocarcinomas serosos y endometrioides, los cuales tienen como factor comudn en que se
expresa el ER, lo que permite suponer que PinX1 tiene un papel inhibitorio y el hecho de que
esté disminuido favorece la progresion de estos subtipos de tumores de COE. Esto se refuerza
a partir de los datos de sobrevida de las pacientes con COE, obtenida a partir de la plataforma
UALCAN (Fig. 37), donde se puede observar que las pacientes con COE que tienen una alta
expresion de PinX1 en los primero 1000 dias muestran una mayor sobrevida, sin embargo, si
estd alta expresion se mantiene, la sobrevida de las pacientes es menor. Este efecto dual se
puede explicar en funciéon de que en un inicio puede actuar como un inhibidor de la telomerasa
y posiblemente como un coactivador del ERB. De acuerdo con Noriega-Reyes y colaboradores
en cancer de mama PinX1 incrementa la actividad transcripcional de este receptor nuclear,
fungiendo como un coactivador y dado que su activacion por un ligando agonista especifico
(DPN) inhibe la movilidad e invasion de las células de COE, asi como la proliferacién y migracién
celular, se puede sugerir la asociacion entre PinX1 y ERB, (Treeck et al., 2007, Feng, 2011 y

Noriega-Reyes 2015).

En el mismo estudio in silico se observd una disminucidon en la expresién del RNAm del ERB
conforme avanzan los estadios (Fig. 36) y existe una tendencia a una mayor sobrevida de las

pacientes cuando existe una alta expresion (Fig. 39), mostrandose como un factor protector.

Estd bien establecido que el ERa es de mal prondstico en el COE mientras que el ERB es de buen

prondstico y esto se puede corroborar al observar que la alta expresion de ERa promueve una
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menor sobrevida (Fig. 38) de las pacientes, mientras que la alta expresién de ERB promueve una
mayor sobrevida (Fig. 39). De acuerdo con la literatura el ERa en el COE actia como un
promotor de tumores y el ERB actia como un supresor (Bossard et al.,, 2012). Ademas, se
encontré que tanto ERa como ERPB estan presentes en tejidos de ovario normal pero también
en tejidos con COE, con una posible reduccion de la expresion de ERPB a medida que progresa la
enfermedad. Ya que existe perdida de la expresion de ERPB, esto podria indicar que ejerce
funciones supresoras de tumores. Ademas, Zhu en el 2011 informd que la reexpresion de ERB
inhibe la proliferacién de las células de adenocarcinoma de células claras de ovario y es un
potencial marcador para la supresién de tumores. (Chan et al., 2014b, Chan et al., 2008, Feng,

2011by Ng and Wong, 2022)

Por ultimo, mediante la plataforma GeneMANIA se obtuvo un mapa de interaccion en donde se
confirma que PinX1 esta relacionado con la regulacion de la actividad de la telomerasa y con la
regulacion de hormonas esteroides, al observarse una relacién con ESR1 o ERa (Fig. 40).

(GeneMANIA, 2022)

El ensayo in silico permitié empezar a esclarecer la relacién de PinX1 en el COE, aunque los
resultados no son contundentes dado que las bases de datos no excluyen aquellos subtipos
histolégicos que expresan los receptores hormonales y las isoformas de PinX1, permitio
determinar que la tendencia a disminuir el RNAm vy la proteina de PinX1 en muestras de cancer
de ovario en comparacion con tejido normal concuerda con lo reportado por Cai en 2010.
Ademas, se confirmd que existe una relacion de PinX1 con ERa y que la alta expresion de este

receptor es de mal prondstico para las pacientes, (Cai et al., 2010).

Lo primero que se realizd en forma experimental fue la caracterizacién de las lineas celulares
para determinar la presencia de PinX1 en las tres lineas celulares estudiadas (TOV-112D, SK-OV-
3 y OVCAR-3) mediante la técnica de Western Blot. Todas las lineas celulares presentan ambas
isoformas de PinX1 (PinX1L y PinX1S) aunque con diferentes intensidades. La linea celular TOV-
112D, caracterizada como adenocarcinoma primario de ovario, del subtipo endometrioide y
gue tiene caracteristicas semejantes a los observados en tumores en etapa IlIC, muestra una

baja expresion de ambas isoformas, mientras que la linea celular SK-OV-3, caracterizada como
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adenocarcinoma seroso, muestra una mayor expresion. Al igual que SK-OV-3, la linea celular
OVCAR-3 es caracterizada como adenocarcinoma seroso y muestra una expresién intermedia a
la que se muestra para TOV-112D y SK-OV-3. Dado que, la linea celular TOV-112D proviene de
adenocarcinoma maligno; Grado 3, etapa IlIC, se puede sugerir que la baja presencia de PinX1
se relaciona con su estadificacion avanzada, dicha hipotesis se ve reforzada al observar la grafica
de Kaplan Meier de pacientes con COE en donde la baja expresion de PinX1 genera una menor
sobrevida de estas (Fig.39). Asimismo, si tomamos en cuenta su funcién de PinX1 como
inhibidor de la telomerasa y que la elongacién telomérica es un proceso comun en diversos
tipos de canceres epiteliales avanzados y es de mal prondstico, se puede sugerir que los
canceres con estadificacion avanzada presentan una menor expresion de PinX1 en comparacién

de canceres tempranos.

Las células que se ocuparon para este proyecto expresan el ERa, por lo que a las lineas celulares
TOV-112D y SK-OV-3 al incubarse con E; incrementaron la proliferacién celular a los 6 dias de
estimulacion (Fig. 47 y 48), indicando que son estrégeno reguladas. Esto concuerda con lo
demostrado en células de COE que son ERa positivas y estimuladas con E;, donde se observo
que incrementan su proliferacion celular significativamente a los 4 dias de estimulo (K. K.-L.
Chan et al., 2014). Asimismo, existen informes en donde se confirma que las células de COE

responden a E tras un incremento proliferativo (Langdon et al., 1990 y Langdon et al., 1994).

Dado que existe una expresién diferencial de PinX1 en tejidos neoplasicos y en las células de
COE, es importante determinar el efecto que ejerce PinX1 sobre estas. Conjuntamente con
estos datos, se ha observado en biopsias de COE invasivo (Tabla 2) en donde la expresién de
PinX1 se ve reducida en comparacién con el tejido normal. Ahondando con la funcién que puede
tener PinX1 sobre el COE, estudios previos en nuestro grupo determinaron que la
sobreexpresion de PinX1S es capaz de reducir la proliferacién celular desde el dia 1 y disminuye
notablemente tras 48 y 72 horas (Fig. 27). Por lo que para esclarecer el papel de PinX1S se
silencié su expresién en dos lineas celulares de COE, observandose que en la linea celular TOV-
112D desde el dia 4 hay un incremento en la proliferacion celular, con un maximo en el dia 6
(Fig. 48), mientras que para la linea celular SK-OV-3 se observa un incremento de la proliferacién

celular a partir del dia 6 (Fig. 49), esta respuesta celular puede ser explicada debido a que el
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silenciamiento de PinX1 es mas evidente para la linea celular TOV-112D que para SK-OV-3.
Nuestro grupo de investigacién ha reportado mediante ensayos “pull-down” que PinX1S
interacciona con la region N-terminal del ERa y ERBP y mediante ensayos de co-
inmunoprecipitacion se confirmd la interaccidn que existe entre PinX1 y ERa, en conjunto con
estos hallazgos y mediante ensayos de expresién, empleando el gen reportero de la luciferasa
en células de cancer de mama, se comprobd que PinX1S tiene un efecto inhibitorio sobre la
activacion transcripcional de ERa de manera dependiente de E, y su silenciamiento promueve
un incremento en la actividad transcripcional de este receptor. Ademds es reclutado en
promotores de genes dianas del complejo ERa-ligando, fungiendo como un correpresor en
lineas celulares de cancer de mama (Noriega-Reyes et al., 2015). De acuerdo con estos datos y
gue el silenciamiento de PinX1 va dirigido principalmente para PinX1S, se sugiere que el
incremento en la proliferacion celular dependiente de E; estd mediado por la isoforma corta y
es a través de su actividad como correpresor de ERa como se observa en lineas celulares de

cancer de mama.

Estd bien esclarecido que los teldmeros son estructuras que se encuentran al final de los
cromosomas en células eucariotas conformadas por secuencias tdndem TTAGGG. Cuando las
células se dividen existe una pérdida de DNA telomérico y por lo tanto un desgaste del telémero,
cuando éste alcanza una longitud critica, el ciclo celular se detiene mediante la activacién de
vias de sefializacidén de apoptosis y senescencia celular. (Button et al., 2022) Si no existe una
correcta regulacién en este proceso, los telémeros se siguen elongando y este proceso estd
relacionado con la inmortalizacion celular y con el inicio de enfermedades como el cancer.
Teniendo en cuenta que PinX1 es una proteina inhibidora de la telomerasa al interaccionar con
TRF1 mediante un mecanismo de retroalimentacién negativa (Fig.23), PinX1 podria estar
fungiendo su accién a través de su actividad candnica, pues al silenciarla se sugiere que no
puede inhibir la actividad de la telomerasa, dando como resultado un incremento en la
proliferacion celular independiente de ligando agonista. Aunque esto es debatible, ya que el

silenciamiento de PinX1 estd preferentemente dirigido para PinX1S.

Recientemente se reportd que la inhibicion de PinX1L, mediante siRNAs especificos, en la linea

celular de pulmon LLC dio como resultado un incremento en la proliferacion celular, de la misma
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manera como se observa en lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3. Ademas, se ha reportado que
su silenciamiento también promueve la migracién y viabilidad celular (Yao etal., 2022).
Asimismo, se han descrito vias de sefializacién en donde PinX1 se encuentra involucrado y por
las cuales puede modular su accién proliferativa. Se realizaron ensayos en lineas celulares de
cancer de pulmon de células no pequefias en donde se silencid a PinX1 mediante siRNA
teniendo como resultado un incremento en la expresion de la proteina Bcl-2 (proteina
antiapoptotica) y reduce la expresion de la proteina Bax (proteina apoptdtica). Ademas, existe
unincremento en la presencia de CDK4, Ciclina D1, Ciclina D2 y p-Rb, demostrando que el efecto
que tiene sobre la proliferacion celular esta mediado por el aumento o disminucion de proteinas
involucradas con la apoptosis y con la modulacién de vias de sefializaciéon P15/ciclina D1 (Tian

et al., 2017).

Por otro lado, existen hallazgos en tumores malignos que identifican la perdida de la expresion
de PinX1 como una caracteristica clave en el desarrollo del tumor, junto con la perdida de
heterocigosidad, la cual esta correlacionada con una expresion reducida de PinX1 en los casos
de cancer (Kondo et al., 2005). Zhouy colaboradores informaron que la expresion de PinX1 se
redujo en la mayoria de los tejidos y lineas celulares de cancer de mama, la pérdida del alelo
PinX1 provocd que la mayoria de los ratones desarrollaran una variedad de canceres epiteliales.
El mecanismo implica inestabilidad cromosdmica: perdida del alelo 8p23 (Shietal., 2014 y Zhou,
2011). No soélo en el cancer de mama se ha visto una expresion reducida de PinX1, sino que
también se ha visto en el cancer de ovario (Cai et al., 2010), gastrico (Kondo et al., 2005 y Ma et
al., 2009) y en higado (Park et al., 2002). En el COE, Cai y colaboradores indicaron que la
expresion disminuida de PinX1 funciona como un marcador de resultados desfavorables para
las pacientes y parece afectar el tiempo de supervivencia. Mientras que Shi y colaboradores
reportaron que la expresion reducida de PinX1 juega un papel clave en la tumorigénesis del
cancer de préstata, demostrando que la expresion del RNAm estaba regulado a la baja en los
tejidos de cancer de prostata en comparacion con tejido normal (Shi et al., 2014). Ademas,
PinX1 se ha visto involucrado en la quimioresistencia, Qian y colaboradores reportaron que
PinX1 se encontraba sobreexpresado frecuentemente en tejidos de carcinoma de células

escamosas de esdfago y se correlaciona positivamente con la resistencia a la quimoresistencia.
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Por lo tanto, propusieron que la eliminacion de PinX1 por shRNA podria aumentar la sensibilidad
de las células escamosas de eséfago, sin embargo, no tuvo impacto en las células al 5-
fluorouracil y al cisplatino (Qian et al., 2013). Al observar que en diversos estudios utilizan lineas
celulares en monocapa, en donde se ha observado que el silenciamiento de PinX1 incrementa
la proliferacién celular, ademas dicha diminucion también se observa en tejidos de diversos
canceres correlacionandose con un mal prondstico, quisimos determinar el efecto que ejerce
PinX1 sobre un modelo tridimensional enriquecido de CTC, ya que de acuerdo con los resultados
obtenidos en lineas celulares de COE en monocapa se determind que PinX1S juega un papel en
la proliferacién celular de manera dependiente e independiente de estrogenos (Ez), por
consiguiente especulamos que PinX1S podria tener influencia sobre el tamafio y niUmero de
ovario-esferas, y si esto es correcto, se podria dar una posible explicacion del efecto

guimioresistente que se le atribuye.

Las CTC se encuentran en una pequefia subpoblacion de células cancerosas en el tumor,
teniendo la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse. Son conocidas por su resistencia a la
guimioterapia y radioterapia, y al mismo tiempo se cree que son las responsables de la
iniciacion, crecimiento y recurrencia del tumor, por lo que han despertado un reciente interés
para su investigacion. El COE tiene una tasa de supervivencia baja, debido a que las pacientes
son detectadas en etapas avanzadas (FIGO Ill o IV), esto quiere decir que es detectado cuando
hay presencia de metdstasis. La mayoria de las pacientes inicialmente responden a la
guimioterapia, pero la tasa de recaida es de aproximadamente el 85% después de 2 afios
posteriores a una cirugia citorreductora y quimioterapia (Al-Hajj et al., 2003 y Liao et al., 2014).
Asimismo, la principal forma de metastasis del COE implica el desprendimiento de células del
tumor primario hacia la cavidad abdominal, seguido de la implantacién en el revestimiento
mesotelial del peritoneo (Liao etal., 2014). Dado que actualmente hay datos en donde
demuestran que las ovario-esferas se encuentran comunmente en la ascitis, y se encuentran
enriquecidas de CTC, las cuales son capaces de formar tumores teniendo una baja respuesta a
farmacos, dado que cuentan con caracteristicas de malignidad, propusimos a las ovario-esferas

como modelo de estudio novedoso (Gunay et al., 2020).
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Para generar las ovario-esferas se generd un modelo de cultivo celular que nos permitiera
enriguecer el numero de células con caracteristicas de CTC. Para lograr esto, las células fueron
cultivadas en condiciones no adherentes de modo que se tuvo como resultado la generacion de
ovario-esferas, producto de la autorrenovacién celular. De acuerdo con lo reportado, la
identificacién de las CTC se basa en la presencia de marcadores de superficie celular. En el COE,
se utilizan diversos marcadores como: CD133, CD44, CD24, CD117 y ALDH (Sustery Virant-Klun,
2019). CD44 y CD133 son marcadores de superficie en el COE mas comunes por lo que se
establecio utilizarlos para la identificacion de las CTC en las ovario-esferas obtenidas a partir de

las lineas celulares TOV-112D y OVCAR-3.

CD133 es una glicoproteina transmembranal que promueve la formacién de tumores, la
progresion de la enfermedad, la quimio resistencia y un mal prondstico, tanto en el COE como
en glioblastoma, colén y pulmén. Por otro lado, CD44 también es una glicoproteina
transmembranal que esta asociada con la formacién de tumores, metdstasis, mal prondstico,
guimio resistencia y recurrencia de la enfermedad, no solo en el COE, sino que también en
cancer de prostata, gastrico, mama, colon, pulmon, pancreas, cabellay cuello. Los primero que
se realizo fue la cinética que se realizd para conocer en qué dias las ovario-esferas expresan una
mayor cantidad de marcadores de superficie CD44, CD133 o CD44/CD133 en la linea celular
TOV-112D y OVCAR-3.

Los primeros resultados obtenidos fueron provenientes de la cinética que se realizd para
conocer el nimero de células que se deben sembrar vy el dia en que las ovario-esferas en cultivo
expresan una mayor cantidad de marcadores de superficie. Para la linea celular TOV-112D se
determind que las condiciones adecuadas para tener un mayor porcentaje de células dobles
positivas (CD44/CD133) era al sembrar 10 000 células y recolectarlas al quinto dia obteniendo
78.95% de células dobles positivas en comparaciéon con el 32.3% en el control (monocapa).
Mientras que para la linea celular OVCAR-3 se obtuvo un 42.2% en el control y al sembrar 50
000 células y recolectarlas al tercer dia se tiene un enriquecimiento del 89.4% de células
positivas para CD44, pero no se enriguecieron celular CD133+. Ademds, en un inicio se
pretendid realizar ensayos de formacidon de ovario-esferas para la linea celular SK-OV-3, sin

embargo, el control mostraba 83.3% de células doble positivas, por lo tanto, se descartod este
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modelo de estudio. Realizar la cinética de expresion de los marcadores de superficie fue de vital
importancia ya que de acuerdo con la literatura la mayoria no reportan la cinética de
enriquecimiento. De acuerdo con Liu en el 2020 quién a partir de la cinética de dos lineas celular
de COE (OVCAR-3 y SK-OV-3) reporté que no existe un incremento significativo en el porcentaje
de CD44 y CD133 alos 4 y 6 dias en ovario-esferas obtenidas de la linea celular OVCAR-3 en
comparacién con el dia cero (monocapa), la cinética de expresién de CD133 concuerda con
nuestros resultados, dado que al sembrar 10 000, 20 000, 40 000 y 50 000 células no hubo
enriquecimiento de este marcador; sin embargo se logré enriquecer células CD44+. Ademas,
cabe destacar que el que no se haya obtenido un enriquecimiento de CD133 se puede deber a
gue, si bien existen marcadores para detectar a las CTC en diferentes tipos de canceres, estos
no son especificos ni universales para cada uno (Adorno-Cruz et al., 2015 y Liu et al., 2020), por
lo que se podria utilizar otro marcador para CTC como por ejemplo, CD177 o ALDH. Por otro
lado, de acuerdo con Liu para la linea celular SK-OV-3 no hubo enriquecimiento del porcentaje
de células positivas para CD44 a los 4 y 6 dias, pero si para CD133, los datos reportados en el
control concuerdan con nuestros resultados dado que Liu muestra aproximadamente el 100%
y 10% de positividad para CD44 y CD133 respectivamente. Al igual que Liu, Nam establecié que
las células SK-OV-3 en monocapa presentan un alto porcentaje de células CD44 positivas con un
97.8% (Nam et al., 2012). Es curioso que la linea celular SK-OV-3 presente una alta expresion de
marcadores de CTC, sin embargo, esto puede tener relacién con su capacidad que tiene para
generar tumores en ratones inmunodeficientes y ser una linea altamente quimiorresistente (Ma
et al., 2010). Sin embargo, se necesita mas investigaciones debido a la complejidad para definir
la poblacion de CTCy las funciones que tienen en lineas celulares en monocapa (Liu et al., 2020).
Para la linea celular TOV-112D, Nam demostré la capacidad de crecimiento independiente de
anclaje y la capacidad de formar ovario-esferas en esta linea celular al sembrar 5 000 células y
al recolectarlas al dia 14, observando mediante citometria de flujo que existe un incremento
significativo en células positivas para CD133 (5.07%) y CD44 (10.69%) en comparacion con el
cultivo en monocapa (CD133 0.29% y CD44 10.69%) y aunque nuestros resultados tuvieron una
cinética de 3, 5y 7 dias, encontramos un enriquecimiento para células dobles positivas (Nam

et al., 2012).
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Por ultimo y no menos relevante se determiné el efecto que ejerce PinX1 sobre la formacion de
ovario-esferas en términos de numero y tamafio. El E; es un potente mitdgeno en células
hormono reguladas, como son las células de COE las cuales incrementan su proliferacion celular
en presencia de E;. En la linea celular TOV-112D y OVCAR-3 se demostré que el estimulo con E;
incremento el nimero y tamafio de ovario-esferas y se encontré que la expresiéon aumentada
de PinX1S es capaz de disminuir la formacién de ovario-esferas al disminuir significativamente
el numero y tamafio de estas de manera dependiente en independiente de ligando agonista,
mientras que el silenciamiento incrementa el nimero y tamafio de ovario-esferas en la linea
celular TOV-112D. Estos datos son de relevancia ya que no existen reportes del efecto que tiene
PinX1 en ovario-esferas ni el efecto que tiene el ER sobre estas. Sin embargo, se ha aceptado la
idea de que las hormonas esteroides mantienen a la poblacion de CTC en tejido de mama

normal y neopldsicas, pero esto aun es debatible (Morimoto et al., 2009).

A través de estos resultados se puede sugerir que existe una via dependiente e independiente
de estrdogenos por la cual PinX1S esta llevando a cabo su accion. De manera independiente dado
gue se observa que al estar sobreexpresando o silenciando a PinX1S disminuye o incrementa el
ndamero y tamafo de ovario-esferas, respectivamente, indicando que la respuesta no depende
de tratamiento hormonal. Por otro lado, se puede sugerir que existe una via hormono regulada,
dado que al estimular las células con E; cuando PinX1S esta sobreexpresado disminuye el
numero y tamafio de ovario-esferas y cuando se silencia se ve un efecto contrario. La via de
sefializacion podria implicar la accion que tiene PinX1S como proteina correpresora de ERaq,
como se muestra en el cancer de mama, si se inhibe a PinX1 se tendria un incremento en la
activaciéon de ERaq, favoreciendo un incremento en el nimero y tamafio de ovario-esferas. Sin
embargo, esto no es concluyente ya que se requiere esclarecer si PinX1S actla como una
proteina coactivadora o correpresora en células de COE y a través de qué receptor de

estrogenos (ERa o ERP) esta llevando a cabo su accién.

En el cancer de mama se han detectado mutaciones en el dominio LBD del ERa en estadios
donde existe metdstasis y en los canceres resistentes a terapia endocrina. Se sabe que la
mayoria de las mutaciones ocurren especialmente en el bucle que conecta las hélicesa 11y 12,

promoviendo un cambio conformacional agonista en el receptor y modificando el reclutamiento
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dindmico de coactivadores/correpresores, dando como resultado una activacién del ERa
independiente de estrogenos. Segun Gelsomino y colaboradores, en lineas celulares con
expresion normal de ERa (MCF-7) se observa una menor proporcion de células CD44+, niveles
de RNAm caracteristicos de CTC (CD44, OCT4 y SOX2) y menor eficiencia de formacion de
mamosferas en comparacién con lineas celulares que presentaban el ERa mutante (Y5375,

Y537N y D538G), estimulando la progresién de la enfermedad.

Aunque en el cancer de mama se sabe completamente que el estrégeno (E2) y su receptor son
cruciales para la regulacidon del crecimiento y progresion de la enfermedad, el papel que tienen
sobre las CTC no estd completamente definido y aun sigue siendo controvertido. Estudios han
demostrado una regulacién directa de la actividad de las CTC por parte de estréogenos, mientras
gue otros informes han descrito que los estrogenos inducen la actividad de las CTC de forma
paracrina a través de FGF/FGFR/Tbx3 (Fillmore et al., 2010). Segun Fillmore y colaboradores, la
estimulacion con E; 1nM durante seis dias induce significativamente la expansion de las CTC
(CD44+, CD24- bajo y ESA: antigeno epitelial especifico) y formaciéon de mamoesferas de la linea
celular MCF-7 en comparacion con el control (EtOH). Ademas, comprobaron que la sefializacion
de FGF/Tbx3 es necesaria para modular la expansién de CTC inducida por E;. Al unirse el E; al
ERa induce la secrecion de FGF9 y la expresion de Tbx3, ademas la presencia de Tbx3 conduce
una mayor expresion de Wnt y FGF para perpetuar la sefializacién y finalmente la expansion del
CTC (Fillmore et al., 2010). Por otro lado, existen datos que apoyan la idea de que los estrogenos
tienen influencia a través de mecanismo paracrinos, ya que se ha demostrado que las CTC
CD44+/ CD24- bajo y ALDH+ carecen de la expresion de ER o lo expresan en niveles muy bajos,
aungque estos datos no son concluyentes (Simdes et al., 2015). Ademas, se ha investigado la
sefializacion de Notch como una probable via paracrina, ya que se ha informado que la actividad
de la via de Notchl se aumenta después de la exposicion a estrogenos, posiblemente porque
desempefia un papel importante en células progenitoras luminales tempranas en lugar de las
CT de la mama (Harrison et al., 2013). En el COE las vias de sefializacion responsables de la
troncalidad son clave para la supervivencia de las CTC, incluyendo la via NOTCH y se ha
registrado que alrededor de un cuarto de los tumores presentan una expresion alterada de

genes responsables de la regulacidon de esta via, incluyendo la sobreexpresion de Notch, ademas
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estd via también puede regular a OCT4 y NANOG (Wilczynski et al., 2022), genes caracteristicos
de las CTC. Existe registro de que la via NOTCH podria estar regulada por la actividad del ER
directa o indirectamente (Bai et al., 2020). Hao y colaboradores informaron que genes blanco
del complejo ERa/E; como VEGFa, CD44, pS2 y ciclina-D1 aumentaban su expresion del RNAm
en ausencia de E,. Por lo que buscaron identificar los mecanismos moleculares mediante los
cuales Notch activé la transcripcion dependiente de ERa independiente de E; utilizando el
modelo transcripcional pS2, descubriendo que Jageed-1 estimuld el reclutamiento de Notchl,
IKKa, MAML1, p300/CBP y ERa en el promotor pS2 (Hao et al., 2010). Por otro lado, se ha
informado que los estrégenos pueden influir en las CTC en cancer de mama a través de una
sefializacion no gendmica por la participacion del receptor 30 acoplado a la proteina G (GPR30),

aunque esto aln no esta claro (Zhou et al., 2015).

Otros estudios apoyan la idea de que las CTC no presentan el ERa y mas bien el receptor surge
del cancer de mama original, es decir, se expresara en las CTC derivadas de cancer de mama
ERa-positivas, mientras que estarad ausente en CTC derivadas de ERa-negativas (Xu et al., 2011).
De acuerdo con la literatura, los estrogenos actlan activando ERa en esferoides tumorales
derivados de células MCF-7 recolectadas en el dia 21. Se ha observado que con la estimulacién
de E; aumenta los niveles de PI-9, un inhibidor de la granzima B, perjudicando la vigilancia
inmunoldgica e incrementando el nimero y tamafio de esferoides (Lauricella et al., 2016).
Ademas, las esferoides derivadas de células de cancer de mama en aproximadamente el 50%
presentan el ERB y se coexpresa con CD44 y ALDH1 en ausencia de ERa. ERB fue responsable
del crecimiento de las esferoides, por lo que podria considerarse como un marcador de CTC en
cancer de mama (Ma et al., 2017). Dado que todavia no estan completamente establecidas las
funciones del ERa en las CTC de cancer de mama y mucho menos en el COE, queda mucho por
investigar. Ademas, no se tiene reporte del efecto que tienen los receptores nucleares en las
CTC de COE, seria de interés caracterizar estos efectos, asi como determinar qué relacion tiene
PinX1 con otros marcadores de troncalidad como SOX2, NANOG y OCT4 los cuales son factores
de transcripcion que estan presentes en las CTC que regulan distintos procesos como la

autorrenovacion, diferenciacion y proliferacién. Siendo esto de suma importancia dado que no
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se ha reportado ninguna relaciéon entre PinX1 y estos factores de transcripcion caracteristicos

de CTC.

Dado que el 61-79% de las pacientes con COE expresan el ER (Langdon et al., 2017) y de manera
general el tratamiento por excelencia es la cirugia citorreductora y quimioterapia combinada
basada en platino (cisplatino) y taxanos (paclitaxel), dejando a la terapia hormonal como un
tratamiento poco usado, se propone ver el efecto del SERM tamoxifeno sobre la proliferacién
celular en células en monocapa de COE. De acuerdo con lo reportado ya se ha establecido que
en lineas celulares en monocapa (SK-OV-3 y OV2008) el tratamiento con tamoxifeno 100 nMy
1 um inhibe la proliferacion celular a los 4 dias de tratamiento con respecto al control (DMSO),
(K. K.-L. Chan et al., 2014). Seria de utilidad determinar el efecto que tiene el tamoxifeno de
manera basal en lineas celulares de COE y cuando estd sobreexpresado o inhibido PinX1S.
Ademds, determinar el efecto que tiene el tratamiento de tamoxifeno en ovario-esferas
enriquecidas con CTCy con la sobreexpresion o inhibicidn de PinX1S, dado que se ha estipulado

gue son quimioresitentes.

12. Conclusiones y perspectivas

12.1 Conclusiones

- De acuerdo con los resultados in silico la expresion del RNAmM y de la proteina tiende a bajar,
como se observa con lo reportado por Cai en 2010, aungue estos datos no son contundentes.
-Existe una tendencia en disminuir la expresion del RNAm de PinX1 en adenocarcinoma seroso
de ovario en comparacion con tejido normal y dicha disminucion se asocia a estadios avanzados.
- La alta expresién del ERa en pacientes con COE es de mal prondstico, pero la alta expresion
del ERPB es de buen prondstico.

-Las lineas celulares TOV-112D, SK-OV-3 y OVCAR-3 se reportan positivas para la presencia de
la proteina PinX1L y PinX1S, donde TOV-112D presenta una menor expresion de ambas
isoformas, mientras que SK-OV-3 una mayor expresion.

-El silenciamiento de PinX1 preferencialmente va dirigido a PinX1S y el plasmido mas eficiente
es shPinX1#2 para las lineas celulares TOV-112D y SK-OV-3, ademas el silenciamiento es mas

evidente para TOV-112D.
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- El silenciamiento de PinX1 incrementa la proliferacién celular en ambas lineas celulares de
manera dependiente e independiente de E,, posiblemente por su accién como proteina
correguladora de receptores hormonales.

-Las lineas celulares SK-OV-23, TOV-112D y OVCAR-3 tienen la capacidad de formar ovario-

esferas.

-El enriquecimiento de CTC no es directamente proporcional con el nimero de células
cultivadas nicon el tiempo de recolecta y los marcadores de superficie celular no son especificos
ni universales.

-Las condiciones dptimas para obtener ovario-esferas enriquecidas con CTC de la linea celular
TOV-112D es cultivando 10 000 células y recolectandolas al 5to dia, mientras que para la linea
celular OVCAR-3 es cultivando 50 000 células y recolectandolas al 3er dia.

-La sobreexpresion de PinX1S disminuye el nimero y tamafio de ovario-esferas en la linea
celular TOV-112D y OVCAR-3 de manera dependiente e independiente de ligando agonista,
mientras que el silenciamiento incrementa el nimero y tamafio de ovario-esferas en la linea

celular TOV-112D.
12.2 Perspectivas

-De acuerdo con los datos reportados, se sugiere una aparente expresion diferencial de PinX1
en COE, por lo que seria de relevancia determinar cuantitativamente la expresién de PinX1 en

biopsias de diferentes subtipos histoldgicos.

-Dado que PinX1 es un corregulador de receptores hormonales, se debe determinar a través de
qué receptor de estrogenos (ERa o ERPB) esta llevando a cabo su accién y las vias de sefializacion
por las cuales estad actuando, mediante ensayos de luciferasa utilizando ligandos agonistas para

cada ER (PPT y DPN).

-Se requiere determinar si la sobreexpresion o el silenciamiento de PinX1 cambia el porcentaje

de CTC a través de los marcadores de superficie celular.

-Ya que la sobreexpresion de PinX1S disminuye el nimero y tamafio de ovario-esferas y su

silenciamiento muestra en efecto contrario, se requiere determinar por qué vias de sefializacion
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esta llevando a cabo su accién y determinar cuantitativamente la expresion de marcadores de

troncalidad: SOX2, OCT4 y NANOG.

-Dado que las CTC son quimioresistentes, se sugiere dar un tratamiento hormonal dirigido al

ERa a las ovario-esferas cuando esta sobreexpresado o silenciado PinX1 y ver su efecto.
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