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1. RESUMEN

En México el cancer de ovario ocupa la tercera causa de enfermedad neoplasica en
mujeres; se diagnostica en estados avanzados en la mayoria de las pacientes, por lo que
lo hace el cancer mas letal de tipo ginecolégico ya que no presenta una lesidn precursora
¥ en la actualidad no existen marcadores especificos ni sensibles para su diagnéstico. En
los ultimos afios se ha encontrado que los genes HOX, una familia de genes que
controlan el patrén de desarrollo del eje craneocaudal en el embridn, se encuentran
asociados a neoplasias hematopoyéticas, linfoproliferativas (leucemias y linfornas) y
tumores malignos sélidos incluyendo, pulmén, mama, colén, cervicouterino vy
recientemente ovario. En el cincer de ovario se ha encontrado la expresién de los genes
HOX: A7, 9, 10, 11, B7 y BI3 relacionados con subtipos del carcinoma epitelial de
ovario y con su grado de diferenciaciéon. Debido a que el estudio de los genes HOX A9,
10, 11 se realizdé con modelos animales murinos y en lineas celulares, el objetivo de este
proyecto consistié en analizar la expresion in vive de los genes HOXA7, 49, A10, All,
B7y Bi3 en muesiras de tejido de ovario normal, con patologia benigna y maligna.

La expresion de los genes HOXA7, A9, A10, All, B7 y BI3 se analizé mediante PCR
punto final en 17 muestras de tejidos ovdricos que incluyeron seis muestras con
patologia maligna y once muestras de tejido normal (n=5) y patologia benigna (n=6).
Ademas, en estas mugstras se cuantificé la expresion relativa de HOXB 3 mediante PCR
tiempo real. Para llegar a este propdsito se lievo a cabo la estandarizacién de las
condiciones de la RT-PCR punto final en las lineas celulares SiHa, MCF-7 v en el tejido
de placenta. Asimismo, la estandarizacién de la amplificacién mediante PCR tiempo real
del gen HOXBI13 se realizd en la linea celular SiHa. Finalmente, estas condiciones se
utilizaron para el andlisis de la expresion de los genes //OX en tejidos ovaricos con y sin
patologia maligna. Los resultados obtenidos en los tejidos ovdricos mostraron que no
existen diferencias significativas en la expresion de los genes HOXA7, A9, Al0
transcrito 1 y B7 en tejidos de ovario con y sin patologia maligna. Sin embargo,
interesantemente se observd la expresion diferencial en tejidos ovaricos con patologia
maligna comparados con los no malignos de los genes HOXA 10 transcrito 2 (p=0.0427),
HOXAI! (p=0.0427) y HOXB13 (p=0.0006). La sobre-expresién del gen HOXBi3 se
confirmo en las muestras de ovario con patologia maligna (p<0.05) mediante PCR
tiempo real, lo que permite postular que este gen podria estar involucrado en el
desarrollo de neoplasias malignas ovaricas.

Estos resultados abren un panorama de la expresion de los genes HOX in vivo en
céncer de ovario, para analizar la expresién del gen HOXBI3 en un mayor nimero de
muestras de cdncer de ovario, mediante estrategias que permitan examinar la posibilidad
de utilizar a HOXB13 como biomarcador molecular diagnéstico. Asi mismo, se puede
analizar la expresion relativa de HOX4 10 transcrito 2 y HOXAII con PCR tiempo real
en las muestras de tejido ovarico normal, con patologia benigna y maligna.
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2. INTRODUCCION

En Meéxico nos encontramos ante dos grandes transiciones epidemiologicas:
demogrifica y en salud, por lo que aiin teniendo problemas de salud del tercer mundo,
las principales causas de morbimortalidad son patologias del primer mundo, dentro de
las cuales encontramos enfermedades cardiovasculares, accidentes, cancer vy
enfermedades cronico-degenerativas. En nuestro pais el cancer de ovario ocupa la
tercera causa de enfermedad neoplasica en mujeres; €ste se diagnostica en estadios
avanzados en la mayoria de las pacientes, a diferencia del céancer de mama y
cervicouterino en donde se han establecido normas para el diagnéstico temprano que
incrementan la esperanza y la calidad de vida. Actvalmente, se dificulta el diagnostico
del cdncer de ovario en las etapas tempranas debido a la falta de marcadores tumorales
especificos v sensibles. Ademas, el diagnéstico y la estadificacion del tumor se lleva a
cabo mediante ultrasonido vaginal y laparotomia exploradora, y el marcador tumoral que
se utiliza para el diagndstico de cancer de ovario es el CA123, el cual no es muy util
para el diagndstico debido a su baja sensibilidad y especificidad. Esto dificulta el
diagndstico oportuno y adecuado que es indispensable para la eleccion del tratamiento y
la respuesta a éste del tumor. El diagndstico en etapas avanzadas y el pobre prondstico
de las pacientes se debe a la falta de conocimiento acerca del desarrollo a nivel
molecular del cancer de ovario, en los diferentes subtipos histolégicos. Debido a lo
anterior, el estudio a nivel molecular para dilucidar los mecanismos de desarrollo del
céncer de ovario serd de gran importancia, ya que permitirdn establecer marcadores
moleculares para su diagnéstico temprano asi como para mejorar el prondstico.

En los ultimos afios se ha encontrado que los genes HOX, una familia de genes
homeodominio los cuales controlan el patrén de desarrollo del eje craneocaudal en el
embrion, se encuentran asociados a neoplasias hematopoyéticas, linfoproliferativas
(leucemias y linfomas) y tumores malignos solidos incluyendo, pulmén, mama, colon,
cervicouterino y recientemente ovario. En el cdncer de ovario se ha encontrado la
expresion de los genes HOX: A7, 9, 10, 11, B7 y Bi3 relacionados con subtipos del
carcinoma epitelial de ovario y con su grado de diferenciacion. Debido a que el estudio
de los genes HOXAY, 10, 11 se realiz6 con modelos animales murinos el objetivo de este
proyecto consistié en analizar la expresion in vive de los genes HOXA7, A9, AI0, 411,
B7y Bi3, en muestras de tejido normal, con patologia benigna y maligna de ovario. La
amplificacion de los genes HOX se correlacionara con el diagnostico histopatologico de
los tumores y el andlisis de estos resultados nos permitira correlacionar la expresion
génica con la expresion clinica y el probable pronéstico de estos tumores.
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2. HIPOTESIS

Las muestras de tejido ovérico con y sin patologia maligna analizadas expresardn
los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y B3 en correspondencia con el subtipo histologico
del tumor y su expresién clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1, Objetivo General

Analizar la expresion in vivo de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y Bl3 en
muestras de tejido ovarico con y sin patologia maligna,

4.2. Objetivos Especificos

1.- Estandarizar la extraccion de RNA y RT-PCR para la amplificacion de los genes
HQX en las lineas celulares y placenta humana utilizados como controles positivos.

2.- Amplificar mediante RT-PCR de la expresion de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y
B3 en tejido con patologia maligna de ovario.

3.- Detectar la amplificacion de la expresion de los genes HOX A7, 9, 10, 11, B7 y B13
en tejido de ovario sin patologia maligna.

4.- Analizar la correlacién de la expresion de los genes HOX en tejido de ovario con y
sin patologfa maligna.

5.- Estandarizacion de la cuantificacion de la expresion del o los genes HOX mis
relevantes en la linea celular SiHa.

6.- Cuantificacion de la expresion del o los genes HOX més relevantes en tejido de
ovario con y sin patologia maligna.

7.- Correlacion de la expresion del o los genes HOX mas relevantes mediante PCR
tiempo real y punto final.
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5. ANTECEDENTES

5.1. Ovario normal
5.1.1. Anatomia y Fisiologia del ovario normal adulto

En las mujeres nuliparas (que ain no han tenido hijos), los ovarios son unos
pequefios érganos ovalados, de color rosa o blanco que miden aproximadamente 3 cm de
largo, 1.5 cm de ancho y 1 cm de espesor. La superficie de los ovarios es lisa antes de la
pubertad, pero luego por el proceso de ovulacion se va deformando (Moore, 1997). Se
encuentran situados en las cavidades pélvicas laterales derecha e izquierda y poseen dos
funciones principales: 1) Son el origen de los 6vulos maduros y 2) Son érpganos
endocrinos productores de las hormonas esteroides que preparan el endometrio para la
concepcién y mantienen el embarazo en caso de producirse la fertilizacion. La superficie
del ovario esta cubierta por una capa epitelial simple de tipo cubico o cilindrico bajo. El
epitelio se continia con el del peritoneo pélvico aunque estas cé€lulas difieren
estructuralmente de las células mesoteliales peritoneales. Las células epiteliales
superficiales presentan abundantes microvellosidades superficiales y algunos cilios; son
ricas en mitocondrias y presentan pequeiias vesiculas de pinocitosis asociadas con la
base de algunas microvellosidades. Las células epiteliales superficiales apenas sufren
modificaciones durante ¢l ciclo menstrual, pero suelen alargarse durante el embarazo.
Ademas, presenta una membrana basal desarroliada (la tinica albuginea) que separa las
células superficiales del tejido ovarico subyacente en el ovario maduro.

El ovarie puede dividitrse en tres componentes: hilio, médula y corteza externa
{Figura 1). El hilio ovérico es la via a través la cual los vasos sanguineos y linfaticos
entran y salen del ovario; ademdas, contiene vestigios del conducto de Wolf embrionario
y grupos de células hiliares. La médula del ovario contiene acumulos de células
estromales idénticos a los que forman la mayor parte de la corteza. La corteza ovdrica
tiene un estroma de sostén y estructuras productoras de gametos y sus derivados. El
estroma cortical del ovario tiene las funciones de proporcionar un soporte estructural
para los évulos en desarrollo, da origen a la teca interna y externa alrededor de los
foliculos en desarrollo y segrega hormonas esteroideas (Stevens, 2006).
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Figura 1. Fotografia microscipica del ovario. Microscopia de luz 10X del
ovario que muestra los componentes en los que se¢ divide el ovario: Corteza (C),
Médula (M), Hilio (H). La foliculogenesis se lleva a cabo en la corteza en donde
se puede observar los espacios quisticos (Flechas).

Como se observa en la Figura 2, la gametogénesis esta intimamente ligada a la
secrecién hormonal del hipotdlamo, hipdfisis y del mismo ovario. Al comienzo del ciclo,
los niveles de la hormona foliculo estimulante o FSH (acrénimo del inglés Follicle-
Stimulating Hormene) y la hormona Luteinizante LH (acrénimo del inglés luteinizing
hormone) son relativamente elevados, por la caida de los estrégenos y la progesterona al
final del ciclo anterior, por lo que estimulan el desarrollo de entre 10 y 20 foliculos, que
producirdan la maduracion de un Unico foliculo (dominante), mientras que el resto
presentara atresia. Los niveles estrogénicos comienzan a aumentar al ir produciéndose el
desarrollo folicular. A medida que el foliculo aumenta de tamafio se van produciendo
acumulaciones liquidas localizadas entre las células de la granulosa y van confluyendo
para dar lugar a una cavidad central llena de liquido que recibe el nombre de antro, y que
transforma el foliculo primario en un foliculo de Graf. Al mismo tiempo, que la
maduracién folicular, hay un aumento progresivo en la produccion de estrégenos por las
células de la granulosa del foliculo en desarrollo (Fase folicular: dias 1-14). Este
aumento alcanza un maximo de 18 horas antes de la ovulacion.
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Figura 2. Diagrama esquemdtico de la avulacién. En esta figura se representan los miveles hormonales de
hormonas gonadotroficas y esteroideas, su relacion con el procese de ovulacion y el espesor del tejido endometrial
v el dia del ciclo menstrual en que ocurmen estos cambios. El meremento final de 1a concentracién de estradiol es el
responsable del aumento ¢n la hormona LH, a las 18 horas de este pico se produce la ovelacion.

La ovulacidn (dia 14) se asocia a un crecimiento rapido del foliculo, que da paso
a su protrusion desde la superficie de la corteza ovdrica y a su rompimiento, con
extrusién del ovocito y del cimulo o6foro adherido. Se cree que el incremento final en
la concentracion de estradiol es el responsabie del aumento de LH y del menor grado de
FSH en la mitad del ciclo. Antes de la ovulacion se observa una caida brusca de los
niveles de estradiol y un aumentoe en la produccién de progesterona. La ovulacion
aparece a las 18 horas del pico de LH. El resto del foliculo que queda en el ovario es
atravesado por capilares y fibroblastos de la teca y tiene lugar la luteinizacion de las
células de la granulosa y el conjunto de estas estructuras forman el cuerpo luteo (Fase
luteinica: dias 15-28). Este es la fuente principal de hormonas esteroideas sexuales,
estrogenos y progesterona, secrctadas por el ovario en la fase postovulatoria. La
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consiguiente caida en los niveles de hormonas esteroideas hace que las concentraciones
de gonadotropinas aumenten y se inicie el siguiente ciclo (Drife 2005).

5.1.2. Embriologia de las génadas
5.1.2.1. Desarrolle de las génadas indiferenciadas

Aunque ¢l sexo cromosdémico y genético de un embrién se determina en la
fecundacion por el tipo de espermatozoide que fecunda al dvulo, las caracteristicas
morfoldgicas masculinas y femeninas inician su desarrollo a la séptima semana. Los
aparatos genitales iniciales en los dos sexos son similares en consecuencia, el periodo
inicial del desarrollo genital suele denominarse etapa indiferente del desarrollo sexual.
Las gonadas (testiculos y ovarios) derivan de tres fuentes: el mesotelio, (epiteiio
mesodérmico) que recubren la pared posterior del abdomen, el mesenquima subyacente
y las células germinales primordiales (Moore 1993).

5.1.2.2. Cuarta semana de gestacidn

En el inicio de la cuarta semana las células sexuales primitivas esféricas y
grandes se observan entre células endodérmicas del saco vitelino, cerca del origen del
alantoides. Durante el plegamiento del embridn, se incorpora en éste la parte dorsal del
saco vitelino. A medida que ocurre, las células germinales primordiales migran a lo
largo del mesenterio dorsal del intestino caudal hacia los rebordes gonadales como se
ilustra en la figura 3A (Moore 1995).

5.1.2.3. Quinta semana de gestacién

Las etapas iniciales del desarrollo gonadal ocurren durante la quinta semana,
cuando se desarrolla un drea de epitelio mesodérmico se engruesa el lado medial del
mesonefros. La proliferacion de este epitelio y del mesénquima subyacente producen un
abultamiento en el lado medial del mesonefros, que se conoce como reborde gonadal.
Pronto crecen hacia el mesénquima subyacente cordones epiteliales similares a dedos
que se denominan cordones sexuales primarios ahora la génada indiferente consiste en
una corteza externa y una meédula interna.

En embriones con complejo cromosdmico sexual XX, normalmente la
corteza de la gonada indiferente se diferencia hacia un ovario y la médula desaparece.
En embriones que tienen XY, la médula se diferencia hacia un testiculo y la corteza
desaparece, con excepcion de los remanentes inguinales (Figura 3B).

5.1.2.4. Sexta semana de gestacion
En la sexta semana, como se puede observar en la Figura 3C las células

germinativas primordiales penetran en el mesénquima subyacente y se unen con los
cordones sexuales primarios.
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Figura 3.- Diferenciacitn gonadal masculina y femenina. Este diagrama
muestra la morfologia de la diferenciacién gonadal masculina y femenina

en la cuarta, quinta y sexta semana de gestacion respectivamente (A, B y
C).

5.1.2.5. Determinacién del sexo

E] sexo cromosomico y genético se establece en la fecundacion y depende
del espermatozoide que lleva X o Y. Para el desarrollo del fenotipo femenino se
requieren los dos cromosomas X. Los diversos genes y regiones del cromosoma X
tienen acciones especiales en la determinacién del sexo (Moore 1995).

El cromosoma Y tiene un efecto determinante de testiculos en la médula de la
gbnada indiferenciada conocido como Factor Determinante de Testiculos (FDT). El FDT
es el que motiva la diferenciacion testicular. Bajo la influencia de este factor de
organizacién se diferencian los cordones sexuales primarios en tibulos seminiferos. La
ausencia de un cromosoma Y origina la formacion de un ovario; en consecuencia, el tipo
de complejo cromosémico sexual que se establece en la fecundacidon determina las
caracteristicas de la génada que se diferencia a partir de la gonada indiferente (Figura 4).
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Figura 4. Factores implicados en la diferenciacion sexual del aparato geniteurinario. La
figura muestra la diferenciacion sexual del aparato genital a partir del producto del gen SRY.

De manera poSIerior, 135 gonaaas que se desarrolaron establecen et tipo de
diferenciacién sexual que ocurre en los conductos y genitales externos. La testosterona
que producen los testiculos fetales es el androgeno, el cual determina la masculinidad.
La diferenciacion sexual femenina primaria en el feto no depende de hormonas, incluso
ocurre en ausencia de ovarios y al parecer no hay influencia hormonal alguna.

Al parecer la pérdida de un cromosoma X no interfiere con la migracién de
las células germinativas primordiales hacia los rebordes gonadales, debido a que se
observan algunas de estas células en las gonadas fetales de mujeres 45 X, sin embargo,
para que se lleve acabo el desarrollo completo de los ovarios se requieren los dos
cromosomas X (Moore 19935).

5.1.2.6. Desarrollo de los ovarios

En embriones femeninos 46 XX, el desarrollo gonadal es lento. Los
cromosomas X llevan genes para ¢l desarrollo de ovarios, pero al parecer la
organogénesis ovarica tiene un gen autosémico también. De manera histologica, el
ovario no se identifica hasta casi la décima semana. Los cordenes sexuales primarios no
se tornan prominentes pero se extienden hacia el interior de la médula y forman una red
ovarica rudimentaria. Normalmente, esta estructura y los cordones sexuales primarios se
degeneran y desaparecen.
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Durante el periodo fetal temprano los cordones sexuales secundarios, que a
menudo se denominan cordones corticales, se extienden del epitelio superficial del
ovario en desarrollo hacia el mesénquima subyacente, este epitelio deriva del mesotelio.
A medida que los cordones corticales aumentan de tamafio, se incorporan en ellos
células germinativas primordiales. Alrededor de la semana 16, estos cordones
comienzan a romperse en grupos celulares aislados para constituir foliculos
primordiales, cada uno de los cuales esta formade por una ovogonia que deriva de una
célula germinativa primordial rodeada por una capa aislada de células foliculares
aplanadas, derivadas a su vez de un cordén cortical. Durante la vida fetal ocurre mitosis
activa de ovogonias, por lo que se producen miles de estas células germinales primitivas.
Después del nacimiento no se forman ovogonias. Aunque antes de nacer se degeneran
muchas de estas, los 2 millones que permanecen se desarrollan hasta constituirse en
ovocitos primarios antes del nacimiento.

Después de nacer, el epitelio superficial del ovario se aplana en una capa de
células que se continda con el mesotelio del peritoneo en el hilio del ovario. El epitelio
superficial suele denominarse “epitelio germinal™. En la corteza, el epitelio superficial
estd separado de los foliculos por una cdpsula fibrosa delgada, la tinica albuginea. A
medida que el ovario se separa del mesonefros en regresion, queda suspendido por su
mesenterio, ¢l mesoovario.

8.2, Cancer de ovario
5.2.1. Epidemiologia del cancer de ovario

Los carcinomas ovéricos epiteliales constituyen el 80 a 90% de todas las
enfermedades malignas del ovario. En Estados Unidos las tasas de incidencia se acercan
a 12-15 por 100,000 para mujeres de raza blanca. En México constituye la tercer causa
de enfermedad neoplasica maligna, con el 3.8% y 8.8% del total de las neoplasias segin
el Instituto Nacional de Cancerologia de México {Mohar et al., 1997) y el Hospital de
Ginecoobstetricia del Centro Médico Nacional de Occidente (Mun et ai., 2003)
respectivamente. El tipo histolégico que predominé fue el tipo seroso con el 51.65% de
los casos, seguido del mucinoso con el 23.08%. Ademds, se reportd que el estadio
clinico en el momento del diagndstico fue en la etapa 11l para el cancer de ovario.
Estudios epidemiolégicos identificaron otros factores de riesgo diferentes de los étnicos,
por ejemplo los judios Ashkenazi, tienen una probabilidad mayor de tener mutaciones en
las lineas germinales de BRCA1 o BRCA2 (Cannistra 2004). Otros factores de riesgo
que se presentan en el cincer de ovario son: edad mayor de 60 afios, una menarca
temprana, menopausia tardia, nuliparidad, infecundidad (Scott ef al., 1991), antecedente
de cancer mamario o de colon y antecedente familiar de cdncer ovdrico, coldnico o
mamario, aunque la predisposicion genética identificable solo se presenta en
aproximadamente 5% de las mujeres afectadas (Cannistra 2004}, firmacos para la
infecundidad, disgenesia gonadal. El uso de anticonceptivos orales, el embarazo, y la
lactancia son factores los cuales reducen el riesgo del cancer epitelial de ovario (Scott ef
al., 1991).
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5.2.2. Diagnéstico clinico

El cancer de ovario presenta sintomas que son inespecificos en las primeras
etapas, es por eso su dificil diagndstico, generalmente son asintomaticos v a menudo
sugieren la presencia de enfermedad abdominal alta. Los pacientes pueden referir
dispepsia, plenitud postprandial precoz, distensién abdominal como el resuitado de un
aumento en la presién abdominal debido a la ascitis, sintomas del sistema urinario y del
tracto gastrointestinal debidos a la compresion tumoral o a la invasion cancerosa,
Ocasionalmente; algunos pacientes pueden presentar dolor pélvico en etapas tempranas
debido a la torsion, rotura y hemorragia ovarica. En la exploracion fisica el 30% de las
pacientes tienen hemorragia vaginal, otros signos encontrados son: ascitis manifestada
por onda liquida, ausencia de cambios de matidez y masa pélvica (Scott ef al., 1991). El
diagnostico oportuno y correcto es muy importante el cual se realiza por medio de
ultrasonido transvaginal (Cannistra 2004).

El marcador tumoral que se utiliza en el cancer de ovario es el CA125 el cual no
es sensible ni especifico (Zhang er al., 2004), su utilidad real es la vigilancia del tumor
postratamiento. Para completar el diagnostico e iniciar la estadificacién se realiza una
laparotomia exploradora.

5.2.3. Estadificacion

El sistema de estadificacion del cancer de ovaric corresponde al descrito por la
Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia {FIGO) en donde el cancer se
puede encontrar en cualquiera de los cuatro estadios como se observa en la tabla |
{Cannistra 2004). El tratamiento es la reseccion quinirgica, quimioterapia y radioterapia
postquirirgica (Scott ef al. 1991).

Tab L Estadificacién para el cancer epitelial de ovario (Guia de la FIGO)

Estadio Caracteristicas
1 Tumor Imutado al Ovark u Ovarios
A Unovano esth mvolurade s asaws, lavado pentoneal
B Ambos ovanos estin mvolucrados, sm asams, lavado perttoneal posivo, ruptura o
locahzacaon superficial.
C Asaus, lavados peritoneales postivas ruptura o localizacion superfical
11 Tumor ovinoo con edension pévica
A Invohsara el wevo o las trompas de Falopio
B Invohuara otros organos pelvicos {recto, vesicula bibar, o la pared péica)
C Ex Sn pelvica, ademnds de hallargos mdicados para el estadio 1C
1 Tumr que wvohaaa & abd supenar o nddulos lmfancos
A Enfermedad mucroscopia afuera de la pelves, op nvi do e
B Depésntos menores 0 1guales a 2 an de dumetro
Deposttos mayores & 2 «m de dismerro o cuando se mvohuran los nodulos
v Involuca organos distantes, mcluyendo espaco pleural o parenqumas hepincos y
esplamcos

Modificado de Canmisira 2004
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5.2.4. Diagnéstico histopatolégico

La pieza quirirgica obtenida en la reseccién es sometida a cortes para
descripcidn macroscdpica y microscopica del tumor para su diagnéstico histopatolégico.
Actualmente se cree que los tumores de ovario provienen de uno de los tres tejidos
siguientes: 1) del epitelio celémico superficial que, embrioldgicamente, origina el
epitelio de los conductos de Miiller, o sea, las trompas de Falopio (células serosas
cilindricas ciliadas), del revestimiento endometrial (células cilindricas, no ciliadas), o de
las glandulas endocervicales {(células mucinosas no ciliadas); 2) de las células
germtinales, que emigran hasta el ovario desde el saco vitelino y que son totipotenciales,
y 3) del estroma ovirico, que incluye a los cordones sexuales, que son los precursores
del dispositivo endocrino del ovario postnatal . Como suele ocurrir, existen un grupo de
tumores que no encajan en esta clasificacion y, finalmente, estin los tumores

secundarios o metastiticos, como se muestra en la tabla [1 y en la Figura 5.

DRIGEN CELULAS EPITELIALES CELLLA GERMINAL CORDON METASTASIS
SUPERFICIALES tumores del epiebo SEXUAL-ESTROMA EN LOS OVARIOS
superfical-celitss de & estromd)

Frecuence gobal B5-70% 15-20% 510% 5%
Propomdn de
tumones ovancos 90% 5% 2-3% 5%
malgnos
Gnupo oe adad 20+ ahog (-25+ afloz Todas lag adades Vanabe
fectado
Tipos » Tumor serpso « Teratnma. » Fibroma

* Tumor mucmose + Drsgerminoma * Tamor de {35 células

= Tusmer endometnoude + Tumor del seno da la granuosa-teca

» Tumior de celfuias claras endodérmco » Tumay de I35 cedas

» Tumor de Brenner  COnOCaTINOMma g Senob-Leydg

»

Cistoadenafibroma

Tomada de Kumar 2003

Figura S, Origen de las diversas neoplasias del ovario y algunes datos sobre su frecuencia y distribucidn.
Se muestran los diversos onigenes de las neoplasias de ovanio, asi como el grupo de edad, la frecuencia del

lurmor 'y tipo de tumor.

Wchelt Cuarants Manmy

13



SOBRE-EXPRESION DE LOS GENES HOX A1G TRANSCRITO 2. Af! Y BI3EN
TEJDOS OVARICOS CON PATOLOGIA MALIGNA
el

Tabla IL- Clasificacién de las neoplasias oviricas (Organizacién Mundial de la
Salud de 1993)

Tumores del epitelio de superficie-estroma

Twmores serosos

sBenignos {cistoadenoma)
«Cistoadenoma de maligmdad borderime (lmutrofe)
eMalignos (cistoadenocarcinoma 5eroso)

Tumores macinoses, tipo endocervical y tipo intestinal

*Benugnos
eDemalignidad linitrofe
*Malignos

Tumores endometrioides

+Bemgnos

sDematigmdad himitrofe

sMalignos

«Epitehial-estroma

sAdenosarcoma

«Tumor mesodenimeo mixto {mitllenano)
*Tumores de células claras

*Begnos

#Demalignidad limitrofe

*Malignos

«Tumores de oélulas ransicionales

*Tumor de Brenner

*Tumor de Brenner de malignidad Iimitrofe
«Tumor de Brenmer maligno

#Carcmoma de células transicionales (no de tspo Brenner)

Tumores de los cordones sexuales-estrama

«Tumores de celulas de la granulosa-estroma

«Tumores de células de la granulos

sTumores del grupo tecoma-fibroma

o« Tumeores de las células de Sertoli-estroma; androblastornas
s Tumor de los cordones sexuales con bulos anulares
«Gianandroblastoma

o Tumores de células esterordeas (hpidicas)

Tumores de odulas germinales

+Teratoma

alnmaduro

eMadure (adulto)

aS86ldo

«Quistico {quiste dermoide)

aMonodermico (p. g)., estroma del ovanio, carcinoxde)
eDisgermmoma

o Tumor del saco vitelno (tumor del seno endodermico)
«Tumores moxtos de celulas germmales

Malignos, no especificados de otro modo

Cénger metastasico no ovaneo {de pnmarnio no ovarico)

Datos de la clasificacion de la OMS (Cortesia del Dr Robert Scully, Massachussets General Hospital,
oston, MA) Tomada de Kumar 2005
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5.2.4.1. Tumores del epitelio celomico superficial

Se han descrito tres tipos principales de tumores de esta clase: serosos,
mucinosos ¥ endometrioides. Es frecuente que haya mezcla de esos epitelios en el
mismo tumor y las neoplasias formadas por estas tres clases de células van desde los
francamente benignos, y los tumores en los limites de la malignidad, hasta los que son
claramente malignos. El tamafio y estructura de estos tumores es variable; los elementos
de estos tumores pueden ser dreas quisticas (cistoadenomas), dreas quisticas y fibrosas
(cistoadenofibromas) v dreas predominantemente fibrosas (adenofibromas). Aunque se
denominan epiteliales por su diferenciacion, estos tumores proceden del mesotelio
celdmico y son vestigios muy expresivos de la capacidad de este tejido para evolucionar
hacia el epitelio seroso (tubarico), endometrioide (endometrio) y mucinose (cérvix). La
razén del predominio de estos tumores en el ovario no se conoce, pero parece tener
relacion con la incorporacion del epitelio celémico a la corieza del ovario para formar
los quistes de inclusién mesoteliales. Esta incorporacién se produce a través de la
formaciéon de adherencias superficiales, de atrofia acompafiada de la aparicidn de
pliegues epiteliales y de reparacién de los sitios de la ovulacion (Kumar 2005).

5.2.4.2. Tumores serosos

Estas neoplasias quisticas frecuentes estan tapizadas por células epiteliales
altas, cilindricas y ciliadas y estan llenas de un liquido seroso claro como muestra la
Figura 6. Aunque el término seroso describe acertadamente el liquido del quiste, se ha
vuelto sinénimo del epitelio de tipo tubdrico de estos tumores. Las variedades sin grado
de malignidad, limitrefe (o bajo potencial maligno), tienen caracteristicas celulares de
malignidad (atipias, mitosis) y muestran mayor o menor grado de proliferacién y
estratificaciéon, pero no invaden el estroma. Estas neoplasias representan en conjunto el
30%, aproximadamente, de todos los tumores del ovario, alrededor del 75% son
benignos o de malignidad limitrofe, y el 25% son malignos (Kumar 2005).

La supervivencia a los cinco afios de los tumores limitrofes y malignos que
forman una masa circunscrita al ovario es del 100 y del 70 %, respectivamente,
mientras que la supervivencia a los 5 afios de esos mismos tumores cuando han
afectado al peritoneo es alrededor del 90 y del 25 %, respectivamente. Dada su
evolucién prolongada, los tumores limitrofes se pueden volver a presentar muchos
afios después, pues la supervivencia a los 5 afios ne es sindénimo de curacién (Kumar
2005).
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Tomado de Miliokowski 2001

Figura 6.- Cistoadenocarcinoma seroso. Este tumor citolégicamente presenta epitelio
el cual reviste los espacios quisticos, estd estratificado con proyecciones micropapilares
y las células tienen atipia nuclear y existe mitosis.

5.2.4.3. Tumores mucinosos

Los tumores mucinosos representan el 25% aproximadamente, de las
neoplasias ovdricas. Aparecen principalmente a mediados de la vida adulta. Un 80%
son benignos o limitrofes, y alrededor del 15% son malignos. Los tumores mucinosos
contienen mayor numero de quistes de tamafio variable es raro que afecten a la
superficie y la bilateralidad es menos frecuente. Los tumores mucinosos tienen
tendencia a producir masas quisticas mas grandes. A simple vista aparecen como
tumores multiloculares llenos de un liquido gelatinoso y viscoso que es rico en
glicoproteinas como se muestra a continuacion en la Figura 7.

et

Tomado de Miliokowski 2001

Figura 7. Cistoadenocarcinoma mucinoso 10X. Este es un tumor multilocular con
proyecciones papilares que presenta un patrén méas complejo que su homélogo benigno.
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Histolégicamente, los tumores mucinosos benignos se caracterizan por un
revestimiento de células epiteliales altas, cilindricas con mucina en el vértice y sin cilios
semejante al epitelio normal del cuello uterino o del intestino como se ilustra en la
Figura 8. Los tumores limitrofes muestran un abundante crecimiento de aspecto
glandular o papilar con atipias nucleares y estratificacion y son asombrosamente
parecidos a los adenomas tubulares o adenomas vellosos del intestino. Los
cistoadenocarcinomas contienen formaciones més solidas, con evidentes atipias de las
células epiteliales y estratificacion, desaparicion de la arquitectura glandular v necrosis,
su aspecto es analogo al del cancer de colon. La supervivencia aproximada a los 10 arfios
de los tumores limitrofes en fase 1, de los tumores malignos no invasores, y de los
malignos francamente invasores es de mas del 95, 90 y 66%, respectivamente (Kumar
2003).

Tomado de Miliokowski 2001

Figura 8. Cistoadenocarcinoma mucinoso 40X. Este tumor histolégicamente muestra el
epitelio, el cual reviste los espacios quislicos, estratificado, con proyecciones
micropapilares y las c€lulas con atipia nuclear y mitosis.

5.2.4.4. Tumores endometrioides

Estos tumores constituyen un 20%, aproximadamente, de todos los canceres
del ovario. La mayoria de los tumores endometrioides son carcinomas. Con menos
frecuencia, se encuentran formas benignas: cistoadenofibromas generalmente. Se
distinguen de los tumores serosos y mucinosos por la presencia de glandulas tubulares
que tienen gran parecido con las del endometrio benigno o maligno como se aprecia en
la Figura 9. Por razones no conocidas, un 15 a 30% de los carcinomas endometrioides
se acompaiian de un carcinoma endometrial y el prondstico es relativamente bueno; el
40% afectan a ambos ovarios. La supervivencia a los 5 afios es del 40 al 50% (Kumar
2005).
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Tomado de Miliokowski 2041
Figura 9. Carcinomas Endometrioides. La histologia de este tumor es idéntica a la de los
adenocarcinomas del atero. En esta micrografia se puede observar el patron glandular. Las

células que revisten las glandulas estin agrandadas, con nucleos pleomdérficos e
hipercromaticos grandes.

¥

5.2.4.5. Adenocarcinoma de células elaras

El adenocarcinoma de células claras es una variedad poco frecuente de
tumor epitelial de la superficie del ovario se caracteriza por grandes células
epiteliales de abundante citoplasma claro. Como algunas veces estos tumores se
asocian a endometriosis o a carcinoma endometrioide del ovario y se parecen al
carcinoma de células claras del endometrio, se cree ahora que se forman a partir de
los conductos de Miiller ¥ que son una variedad del adenocarcinoma endometrioide.
Los tumores de células claras del ovario pueden ser predominantemente sélidos o
quisticos. En la forma tumoral sélida, las células claras se disponen formando
laminas o tubos. En la variedad quistica, las células neopldsicas tapizan los espacios
del quiste. El porcentaje de supervivencia es, aproximadamente, del 50% cuando el
tumor estd confinado al ovario, sin embargo, estos tumores tienen tendencia a ser
agresivos y cuando se propagan mas alla del ovario, es excepcional la supervivencia
de la paciente a los 5 afios (Kumar 2005).

5.2.4.6. Cistoadenofibroma

Los cistoadenofibromas son variedades en las que existe una acusada
proliferacion del estroma fibroso situado bajo ¢l epitelio cilindrico de revestimiento.
Estos tumores benignos suelen ser pequefios y multiloculares y tienen expansiones
papilares méas bien sencillas y siempre, menos complejas y ramificadas de las que se
observan en los cistoadenomas ordinarios. Pueden estar formados por un epitelio
mucinoso, seroso, endometrioide y de transicion (tumores de Brenner). Existen
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lesiones limitrofes con atipias celulares y raras formas de carcinoma focal, pero la
diseminacién metastasica de cualquiera de ellos es sumamente rara (Kumar 2005).

5.2.4.7. Tumor de Brenner

Los tumores de Brenner son adenofibromas poco frecuentes en los que el
componente epitelial estd formado por nidos de células transicionales semejantes a las
que tapizan la vejiga urinaria. Con menos frecuencia, esos nidos contienen microquistes
o espacios glandulares revestidos por células cilindricas secretoras de mucina. Por
razones no aclaradas, los tumores de Brenner se encuentran de vez en cuando en los
cistoadenomas mucinosos como se muestra en la Figura 10 (Kumar 2005).

>

Tomado de Miliokowski 2001
Figura 10. Tumores de Brenner. Este tumor se compone de nidos de células epiteliales
rodeados por un estroma de células fusiformes. Las células tiengn un aspecto escamoso
con un citoplasma abundante, eosinéfilo. Los nicleos son ovales con hendiduras

longitudinales, semejantes a un grano de caf¢ {flecha).

5.3. Marcadores moleculares en carcinoma de ovario

Los cambios cualitativos o cuantitativos en la expresién geénica en las células
tumorales pueden explicar la produccion de ciertas moléculas, las cuales pueden ser de
utilidad para indicar malignidad en la préctica clinica, tanto en el diagndstico, como en
el seguimiento. La deteccidn de estos marcadores en las muestras de biopsias de tejido
maligno puede ser de utilidad para determinar la histogénesis de los tumores, y puede
dar un prondstico e informacion predictiva relacionada con la biologia del tumor.

En el cancer de ovario los mejores factores prondsticos son el histotipo, grado de
diferenciacion, y la enfermedad residual después del tratamiento quirirgico.
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Sin embargo, se ha observado que el diagnéstico histopatolégico cuidadose de un
tumor maligno de ovario, con una estadificacion clinica e histopatolégica estricta, no
siempre nos da un pronéstico acertado. Sorprendentemente, ain cuando €l carcinoma de
ovario estd asociado a un mal prondstico, se puede encontrar una diversidad en el
comportamiento de los mismos. El diagnéstico de estos tumores que en general se lleva
a cabo tardiamente aunado a la observacion del comportamiento bioldgico diferente
entre los carcinomas de ovario con el mismo estadio clinico y patolégico. Debido a lo
anterior el estudio de marcadores moleculares de las biopsias de tumores es altamente
relevante para poder correlacionarlos con el pronostico del tumor y buscar un marcador
molecular que ayude a realizar el diagnéstico temprano de esta patologia.

El primer marcador seroldgico probado para el cancer epitelial de ovario es el
CAI125 el cual fue descrito por Bast ef al., en 1983, El anticuerpo monoclonal murino
(OC125) el cual fue utilizado para detectar el antigeno CA125 fue obtenido después de
la inmunizacién con la linea celular OVCA 433 (Bast ef al., 1981). Actualmente esta
prueba ha evolucionado de tal forma que el antigeno CA 125 es una mezcla de
glicoproteinas con un rango de peso molecuiar de 200-1000 KDa, El antigeno CA125 ha
sido un marcador serologico ampliamente utilizado en la clinica, sin embargo, para
diagnéstico temprano del cancer de ovario no es sensible ni especifico, en la actualidad
su utilidad clinica es en el seguimiento de las pacientes después de la reseccién
quirargica del tumor (Rubin er al., 1989),

Sorprendentemente, en estudios subsecuentes en [os cuales se han evaluado otros
marcadores serolégicos para detectar el cancer de ovario como: CA72-4 (Tamakoshi ef
al., 1996), el factor serologico estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) descrito
por Xu er al., en 1991, el anticuerpo monoclonal OVX1(Woolas ef al., 1991) y el dcido
lisofosfatidico (Xu et al., 1998) en combinacion con CA125 aumentan la sensibilidad
pero disminuye la especificidad en el diagnéstico. Sin embargo, se continilan realizande
estudios clinicos con otros potenciales marcadores seroldgicos para el cancer de ovario
entre los que se encuentran: prostatina (Mok er af., 2001), osteopontina (Kim et al.,
2002), inhibina (Robertson et af., 2002) y 1a Kallikreina (Diamandis et al., 2000).

Dentro de los potenciales marcadores moleculares que se han descrito para el

cancer de ovario se han incluido a los genes HOX, principalmente aquellos que se
encuentran expresados en el tracio genital femenine (Naora et al., 2005).
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5.4. GENES HOX

Los genes HOX codifican para una serie de factores transcripcionales, 1lamados
homeoproteinas, que participan en ¢l desarrollo de los organismos. Las homeoproteinas
comparten un doininio de unién al ADN llamado homeodominio (HD) el cual contiene
60 aminoacidos altamente conservados, y en consecuencia reconocen secuencias de
union al ADN muy similares. Sin embargo, estas homeoproteinas exhiben in vivo
funciones bioldgicas altamente especificas. Se ha establecido que las homeoproteinas
ganan especificidad mediante la cooperacion con cofactores, con le cual incrementan su
afinidad de union al ADN. Estos genes fueron descubiertos en mutantes espontaneos de
la mosca de la fruta Drosophila melanogaster en los que se encontrd que poseian
segmentos del cuerpo duplicados, como dos pares de alas en vez de uno (bithorax) o
patas en lugar de antenas (antennapedia). Los genetistas denominaron estos cambios
como “transformaciones homedticas”, en base al término “homeosis™, que describe la
transformacion de un segmento por uno de estructura homéloga (Grier ef al_, 2005),

La regulacion a nivel molecular de la expresion de los genes blanco por parte de
las homeoproteinas ain no se ha clarificado totalmente ya que pocos genes blanco
directos se han identificado tanto en invertebrados como en vertebrados. Las proteinas
homeéticas se unen a secuencias de 6 pares de bases que contienen el nicleo conservado
TAAT que aparece en el genoma de los animales aproximadamente una vez cada mil
pares de bases, sugiriendo que existen muchos genes potenciales reconocidos por las
homeoproteinas (Grier et al., 2005).

Esta familia de genes es homologa tanto funcional como estructuralmente al
complejo homedtico (HOM-C) de Drosophila melanogaster. Los 39 genes que
comprenden ia familia de genes HOX en humanos y ratones estin organizados en cuatro
complejos gendmicos localizados en diferentes cromosemas, HOXA en Tp, HOXB en
17p, HOXC en 12p y HOXD en 22p, y cada uno de ellos comprende de 9 a 11 genes
acomodados en una secuencia homologa a la que tienen en el genoma de D.
melanogaster.

Los genes HOX de los vertebrados estan muy implicados en la segmentacién
rostrocaudal del cuerpo y su expresion espaciotemporal tiene lugar segin varias reglas
muy regulares. Los genes se activan y se expresan de acuerdo a una secuencia estricta en
direccion 3’-5° y siguiendo sus posiciones en los cromosomas, como se puede observar
en la Figura 11 (Carlson 2005),
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Figura 11.- Comparacién entre complejos HOX del ratén y el ser humano. Los
genes AOX se expresan a lo largo del eje craneocaudal en los diferentes
vertebrados.

5.4.1. Los genes HOX en patologias no neoplisicas

La Sinpolidactilia fue el primer desorden reportado que es generado por genes
HOX, y es causado por mutaciones en HOXDI3. Esta patologia se caracteriza por la
malformacion heredada de los miembros tordcicos y pélvicos, que presentan ausencia
y/o reproduccion de falanges u ortejos. Ademds, la expresién de HOXDI3 en el
tubérculo genital produce la hipospadia (malformacién en la que la uretra no alcanza a
llegar hasta el glande (Goodman 2002). Las mutaciones en HOXAI3 se asocian con el
sindrome “manc-pie-genital” (hand-foot-genital syndrome). La ausencia congénita del
pene o del clitoris también, probablemente se deba a las mutaciones en los genes
HOXA13 v HOXDI13 {(Carison 2005). Una mutaciéon en HOXDI0 se asocia con el talo
vertical congénito y la enfermedad dental de Charcot-Marie. La expresién alterada de
genes HOX, en especial de HOXA!l y Cll, que es provocada por la exposicion in utero
al acido valproico produce el sindrome de valproato fetal, que se asocia a un mayor
riesgo de espina bifida, y otras anormalidades como defectos del corazén, paladar
hendido y anormalidades craneofaciales y en las extremidades (Grier et al., 2005), El
mecanismo molecular por el que la droga teratogénica dietilestilbestrol (DES), causa
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anormalidades anatomicas del tracto reproductor femenino, es mediante la alteracion en
el patron de los genes HOX durante ¢l desarrollo embrionario, disminuyendo la
expresion de HOXAIOQ y All, permitiendo asi la expresion de HOXA9 (Block et al,
2000). Estudios recientes de los genes HOX y su relacién con la implantacion del dvulo
fecundado en el endometrio, debido a los patrones de expresion de &stos durante el ciclo
endometrial, implican la relacion de los genes HOXA410 y All con algunos casos de
infertilidad (Taylor 2000b). Ademas de que en los ultimos afios en experimentos in vitro
se ha abservado que HOXA410 es reprimido por la testosterona en lineas celulares
endometriales, y confirman la disminucion de la expresion de HOXAIQ en biopsias de
endometrio de pacientes con ovarios poliquisticos, por lo que se sugiere la implicacidn
de este gen en la bajas tasas de embarazos en mujeres con ovarios poliquisticos que
presentan ovulacion mediante tratamiento médico (Cermik et al., 2003).

5.4.2. Los genes HOX en patologia neoplisica

El potencial oncogénico de los genes HOX fue observado por primera vez en la
leucemia, donde se documentd la sobre-expresion de HOXAY y fusién de varios genes
del tipo Abd-B con la proteina transformadora NUP98, HOXA9, 411, 413, C1I,CI3Y
D13, A partir de estos estudios se concluyd que muchos, si no todos los genes HOX eran
potencialmente leucemogénicos y se comenzé a analizar el papel de los genes del
desarrollo en otros tipos de cancer, basados en la hipétesis que los genes que se expresan
durante la embriogénesis, pero no en tejido adulto pueden re-expresarse en tejido
neoplésico (Grier et al., 2003).

En los tumores sdlidos malignos se han detectado tres tipos de anormalidades en
la expresion de genes HOX. En la primera, los genes HOX normalmente activos durante
¢l desarrollo embrionario se re-expresan en c€lulas neoplésicas, como es el caso en los
tumores primarios y lineas celulares de pulmon, cerebro, rifion y mama. En la segunda
categoria se encuentran los genes HOX que no se expresa durante la embriogénesis, pero
si se expresan en células malignas derivadas, como en el casco de la expresidén de PAXS
en el meduloblastoma, pero no en el cerebelo. La tercera categoria comprende a los
genes que son regulados negativamente en células malignas, pero que se expresan
normalmente en estado diferenciado, como en el cincer de colon, donde se pierde la
expresion de CDX2 y NKX3.1 (Grier ef al., 2005).

5.4.3. Expresion de genes HOX en el tracto genital femenino

El tracto genital femenino en su totalidad (trompas de Falopio, ttero, cérvix y la
vagina superior) se desarrolla a partir del tubo paramesonéfrico y los genes HOX juegan
un papel que determina la identidad posicional en este axis. La formacién inicial de los
conductos paramesonéfricos depende de las sefiales de Wnt (En ausencia de Wnt-4 no se
constituiran estos). Wnt-7a, que también interviene en el establecimiento del eje
dorsoventral en desarrollo, se expresa en el epitelio de todos los conductos
paramesonéfricos y se necesita para su desarrollo normal. En fases posteriores, su
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expresion quedara limitada al epitelio uterino. De alguna forma parece que Wnt-7a
participa en el mantenimiento de la expresion coordinada de los genes HOX (de
HOXDI0 a Di3, y también pardlogos del grupo HOXA), a lo largo del aparato genital
femenino. HOXA? se expresa en la trompas de Falopio, HOXA1Q en el Gtero, HOXA!!
en el dtero y cérvix y f/OXA12 en la parte superior de la vagina como se ilustra en la
Figura 12 (Taylor 2000a).

Ovario
e Trompa uterina

e
& Utero

A=

~8

HOXA9

HOXAI10

Tercio superior de la
Vagina
HOXA13

Modificado de Carlson 2005

Figura 12. Expresién de los genes HOX en el tracto genital femenino
de embriones de ratén. El diagrama muestra la expresion de HOXAI0,
11, 12y 13 alo largo del tracto genital femenine.

En la mayor parte de los tejidos, 1a expresion de los genes HOX termina con el
desarrollo, a diferencia de los tejidos que tienen procesos de desarrollo importantes
durante la etapa adulta, como es el caso de la médula ésea, las glandulas mamarias y el
tracto genital femenino,

El tracto genital experimenta un proceso de desarrollo continuo durante cada
ciclo menstrual y el embarazo. En muchos casos, los procesos de diferenciacion,
angiogénesis y muerte celular involucrados con el desarrollo endometrial durante los
ciclos menstruales estan a la par con muchos procesos de desarrollo embrionario.
Entonces no es sorprendente, que los genes HOX sean expresados en el tracto genital del
adulto y dirijan el desarrollo ciclico del endometrio. La expresién de los genes HOXAY,
Al0, AIl y Al3 ha sido encontrada en tejido normal de los adultos en las mismas
regiones en las que se encontraban durante el desarrollo embrionario {Taylor 2000a).
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5.4.4. Los genes HOX en el ovario normal

El analisis de la expresién génica de los genes HOX que se ha realizado en las
estructuras que forman al ovario como organo se muesira resumido en la Figura 13. La
expresion del gen HOXA7 se ha encontrado en los foliculos ovéricos primarios en el
nucleo, y en los foliculos maduros se ha encontrado en citoplasma, por el contrario, no
se encontré en los foliculos primordiales. El gen HOXA7 se expresa en el citoplasma de
las células de la teca interna y esta ausente en la teca externa. El cambio en la expresion
de HOXA7 de negativo en los foliculos primordiales a positivo en los primarios sugiere
una relacion con la proliferacién de las células de la granulosa. HOXA7 es regulado
positivamente por GDF-9 (factor de crecimiento y diferenciacién 9), el cual estd muy
relacionado con foliculogénesis (Ota et al., 2006). HOXA10 se encuentra expresado en
los foliculos primordiales y primarios, HOXB7 se ha encontrado en todas los estadios de
la foliculogénesis, y HOXA/I se expresa en los oocitos de la metafase 1I. Ademas, en la
célula de la granulosa se han reportado los genes HOXA4, A5, A7, C6, C8 y C9 (Huntriss
et al., 2006). Sin embargo, en modelos murinos se ha encontrado la expresiéon de los
genes hoxa3, hoxa9, b6, b7, ¢6 y ¢8 en el évulo madure (Villaescusa et al., 2004).

En las células epiteliales del ovario asi como en la linea celular transformada
derivada de éste (IOSE), no se encontré la expresion de los genes HOXA7, 9, 10
transcrito 1, /1 y B7 (Naora et al., 2005).
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Figura 13. Resumen de la expresion de los genes HQX en el ovario normal. En la figura se
mugstra las estructuras que se pueden identificar en el ovario y la expresion de los genes HOX
en éstas.
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5.4.5. Los genes HOX en el Cincer de ovario

El epitelio superficial del ovario es una tnica capa derivada del mesodermo
similar al linaje mesotelial simple de¢ las superficies peritoneales, en contraste los
tumores epiteliales de ovario presentan epitelios mas especializados ¢ histolégicamente
mas complejos los cuales derivan de los conductos Miillerianos. Estas observaciones
llevaron a enfocarse en los tres genes relacionados con la embriologia del tracto genital
femenino: HOXA9, A10 y All, que regulan la diferenciacion de los conductos
Miillerianos pero no se enconiraron expresados en el epitelio superficial de ovarie a
pesar de que se expresan en los diferentes subtipos de carcinoma epitelial de ovaric de
acuerdo con ¢l patron de diferenciacion de los conductos Miillerianos.

La expresion ectopica de HOXAZ en la linea celular murina MOSE realizada
mediante inoculacién intraperitoneal a ratones demuestra que semeja al cancer epitelial
seroso de ovario. Por otro lado, la expresion de HOXA1Q y A11 inducen la morfogénesis
de cancer epitelial de ovario endometrioide y mucinoso respectivamente en ratones
{Cheng et ai, 2005).

En contraste otros genes HOX estudiados en el céncer de ovario son HOXA7
(Naora et al, 2001b) y HOXB?, los cuales se han relacionado mas con su agresividad o
grado de malignidad que con el tipo histolégico del cancer. HOXA7 se asocia con una
diferenciacion mayor, lo que quiere decir una menor atipia celular (Cheng ef al., 2005).
Por otro lado, HOXB7 se asocia con una diferenciacién menor (mayor agresividad),
regulando la expresién del factor de crecimiento de fibroblastos bésico, el cual es un
potente factor angiogénico y mitégeno (Naora ef ai., 2001a).

El analisis de la expresion de los genes HOX en lineas celulares de céncer de
ovario se llevd a acabo en el afio 2006 por Yamashita er al., quienes encontraron en 5
lineas celulares la alta sobre-expresién (mayor de 300 veces) de los genes HOXA13, B7
y B13. Se encontraron también la sobre-expresion de los genes HOXA3, A4, A7, A10,
B2, B3, B4, B3, B6, B8, 13y D3 pero esta no era constante entre las lineas celulares y
los valores de sobre-expresién no son tan importantes como los encontrados en los tres
genes arriba mencionados.

Debido a que el andlisis de la expresion de los genes HOX en céncer de ovario se
ha realizado principalmente en modelos murinos y en lineas celulares, en esta tesis se
analizé la expresién de los genes HOXA7, A9, A10, A11, B7 y Bl13 irn vivo en humanos
para determinar su relacién con la presencia de patologia maligna en tejido ovérico.
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2. INTRODUCCION

En Meéxico nos encontramos ante dos grandes transiciones epidemiologicas:
demogrifica y en salud, por lo que aiin teniendo problemas de salud del tercer mundo,
las principales causas de morbimortalidad son patologias del primer mundo, dentro de
las cuales encontramos enfermedades cardiovasculares, accidentes, cancer vy
enfermedades cronico-degenerativas. En nuestro pais el cancer de ovario ocupa la
tercera causa de enfermedad neoplasica en mujeres; €ste se diagnostica en estadios
avanzados en la mayoria de las pacientes, a diferencia del céancer de mama y
cervicouterino en donde se han establecido normas para el diagnéstico temprano que
incrementan la esperanza y la calidad de vida. Actvalmente, se dificulta el diagnostico
del cdncer de ovario en las etapas tempranas debido a la falta de marcadores tumorales
especificos v sensibles. Ademas, el diagnéstico y la estadificacion del tumor se lleva a
cabo mediante ultrasonido vaginal y laparotomia exploradora, y el marcador tumoral que
se utiliza para el diagndstico de cancer de ovario es el CA123, el cual no es muy util
para el diagndstico debido a su baja sensibilidad y especificidad. Esto dificulta el
diagndstico oportuno y adecuado que es indispensable para la eleccion del tratamiento y
la respuesta a éste del tumor. El diagndstico en etapas avanzadas y el pobre prondstico
de las pacientes se debe a la falta de conocimiento acerca del desarrollo a nivel
molecular del cancer de ovario, en los diferentes subtipos histolégicos. Debido a lo
anterior, el estudio a nivel molecular para dilucidar los mecanismos de desarrollo del
céncer de ovario serd de gran importancia, ya que permitirdn establecer marcadores
moleculares para su diagnéstico temprano asi como para mejorar el prondstico.

En los ultimos afios se ha encontrado que los genes HOX, una familia de genes
homeodominio los cuales controlan el patrén de desarrollo del eje craneocaudal en el
embrion, se encuentran asociados a neoplasias hematopoyéticas, linfoproliferativas
(leucemias y linfomas) y tumores malignos solidos incluyendo, pulmén, mama, colon,
cervicouterino y recientemente ovario. En el cdncer de ovario se ha encontrado la
expresion de los genes HOX: A7, 9, 10, 11, B7 y Bi3 relacionados con subtipos del
carcinoma epitelial de ovario y con su grado de diferenciacion. Debido a que el estudio
de los genes HOXAY, 10, 11 se realiz6 con modelos animales murinos el objetivo de este
proyecto consistié en analizar la expresion in vive de los genes HOXA7, A9, AI0, 411,
B7y Bi3, en muestras de tejido normal, con patologia benigna y maligna de ovario. La
amplificacion de los genes HOX se correlacionara con el diagnostico histopatologico de
los tumores y el andlisis de estos resultados nos permitira correlacionar la expresion
génica con la expresion clinica y el probable pronéstico de estos tumores.
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2. HIPOTESIS

Las muestras de tejido ovérico con y sin patologia maligna analizadas expresardn
los genes HOXA7, 9, 10, 11, B7 y B3 en correspondencia con el subtipo histologico
del tumor y su expresién clinica.
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4. OBJETIVOS

4.1, Objetivo General

Analizar la expresion in vivo de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y Bl3 en
muestras de tejido ovarico con y sin patologia maligna,

4.2. Objetivos Especificos

1.- Estandarizar la extraccion de RNA y RT-PCR para la amplificacion de los genes
HQX en las lineas celulares y placenta humana utilizados como controles positivos.

2.- Amplificar mediante RT-PCR de la expresion de los genes HOX 47, 9, 10, 11, B7 y
B3 en tejido con patologia maligna de ovario.

3.- Detectar la amplificacion de la expresion de los genes HOX A7, 9, 10, 11, B7 y B13
en tejido de ovario sin patologia maligna.

4.- Analizar la correlacién de la expresion de los genes HOX en tejido de ovario con y
sin patologfa maligna.

5.- Estandarizacion de la cuantificacion de la expresion del o los genes HOX mis
relevantes en la linea celular SiHa.

6.- Cuantificacion de la expresion del o los genes HOX més relevantes en tejido de
ovario con y sin patologia maligna.

7.- Correlacion de la expresion del o los genes HOX mas relevantes mediante PCR
tiempo real y punto final.
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