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I. RESUMEN
El cancer es un problema de salud puablica a nivel mundial y nacional, segun datos de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2022, el cancer de ovario (CO) se posiciono
dentro de las primeras diez neoplasias con mayor incidencia y mortalidad a nivel mundial. El
CO, es una enfermedad multifactorial, sus principales factores de riesgo son epigenéticos como
la metilacion del ADN y genéticos destacando dentro de esta, los antecedentes familiares de CO
o sindrome de Lynch, pudiendo presentar variantes en genes como MLH1, que pueden
desencadenar en un deficiente mecanismo de reparacion de errores de emparejamiento (MMR)
y en consecuencia la aparicién de inestabilidad de microsatélites (MSI). Se ha propuesto que la
MSI es una caracteristica distintiva de numerosos tipos de cancer ginecoldgicos, aunque en el
CO la MSI estd menos caracterizada con respecto a otros tipos de cancer de esta estirpe. Sin
embargo, este conjunto de fendmenos en CO no ha sido bien definidos. Este presente estudio
proporciona el primer informe sobre MSI y metilacion del gen MLH1 en CO, ofreciendo datos
valiosos para futuras investigaciones. La frecuencia de MSI se encontro6 en el 17% de los casos,
con la mayor inestabilidad observada en los marcadores NR-21 y NR-24. La edad promedio de
las pacientes fue de 48 afios, el cancer de ovario epitelial fue el tipo histolégico més comun.

Este estudio sienta las bases para comprender la MSI en CO dentro de la poblacién mexicana.

(Palabras clave: Cancer de ovario, inestabilidad de microsatélites, gen MLH1).



ABSTRACT

Cancer is a global and national public health issue. According to data from the World Health
Organization (WHO), in 2022, ovarian cancer (OC) was positioned within the first ten most
incident and fatal neoplasms in the world. OC is a multifactorial disease, some of the risk factors
are epigenetic such as DNA methylation, and genetic, among these factors, a family history of
OC or Lynch syndrome stands out, which may present variants in genes such as MLHZ1, which
can trigger a deficient action of the DNA mismatch repair system (MMR), resulting in the
appearance of microsatellite instability (MSI). MSI has been proposed to be a hallmark of many
gynecologic cancers, it is characterization in OC is not as well defined compared to other
gynecologic cancer, although its presence is known. This present study provides the first report
on MSI and MLH1 gene methylation in OC, offering valuable data for future research. MSI
frequency was found in 17% of cases, with the highest instability observed at markers NR-21
and NR-24. The mean age of the patients was 48 years, epithelial ovarian cancer was the most
common histological type. This study lays the foundation for understanding MSI in OC within
the Mexican population.

(Keywords: Ovarian cancer, microsatellite instability, MLH1 gene).



Il.  INTRODUCCION
Actualmente, el cancer es un importante problema de salud publica, a nivel mundial y nacional.
De acuerdo con datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2022, el cancer
de ovario (CO) se posiciond dentro de las primeras diez neoplasias mas incidentes y mortales
en el mundo, siguiendo una tendencia muy similar en México (1).
El CO se define como una enfermedad que se origina en los ovarios, trompas uterinas y
peritoneo, estructuras anatomicas y funcionalmente relacionadas. Es wuna afeccién
multifactorial, influenciada por factores epigenéticos y genéticos (2).
Dentro de los factores genéticos, destacan los antecedentes familiares con CO o sindrome de
Lynch. Ademas, pueden existir variantes en genes como MLH1 (MutL homdlogo 1) que pueden
desencadenar un deficiente mecanismo de reparacion de errores de apareamiento del ADN o
MMR (Mismatch Repair, por sus siglas en inglés) y, en consecuencia, la aparicion de
inestabilidad de microsatélites (MSI) (3). La MSI se ha identificado como via de tumorigénesis
que hace referencia a una capacidad hipermutable de las células y un alto nivel de MSI se asocia
con un aumento de la tasa de mutacion (4).
Se ha descrito que pacientes con deficiencias en el sistema MMR (dMMR) pueden desarrollar
tumores con una tasa de mutabilidad aproximadamente 1,000 veces mayor que aquellos con las
vias del sistema intactas, ademas las células con dMMR suelen ser resistentes a la muerte
inducida por varios agentes quimioterapicos importantes (5).
La proteina MLH1 se compone de 756 aminoacidos y tiene un peso molecular de 84.60 kDa
aproximadamente. Esta proteina es codificada por el gen del mismo nombre, ubicado en 3p22.2

y que consta de 19 exones (6).



MLH1 ha sido ampliamente estudiada en relacion con la carcinogénesis colorrectal,
principalmente en individuos con sindrome de Lynch. Las mutaciones de MLH1 también se
relacionan con cancer de endometrio. Sin embargo, su analisis y caracterizacion en CO aln es
escasa (7).
En este sentido, se ha propuesto que la MSI es una caracteristica distintiva de numerosos tipos
de cancer ginecoldgicos, sin embargo, hasta ahora estos tipos de cancer con dAMMR/MSI no
estan bien caracterizados y los marcadores para la deteccion de MSI en canceres ginecolégicos,
incluido el CO, se encuentran pobremente definidos (8).
Lo que pone de manifiesto la necesidad de llevar a cabo investigaciones enfocadas en dichas
variables con el objetivo de elucidar estas incognitas y su relevancia en el cancer de ovario.

A. CANCER
De acuerdo con la OMS, el c&ncer es un proceso de crecimiento y diseminacion incontrolado
de células malignas, capaz de desarrollarse en cualquier tejido del organismo y abarca a un
grupo extenso y heterogéneo de enfermedades que desencadenan en una patologia comun, lo
que conduce al deterioro de los 6rganos vitales formados por las células afectadas y, finalmente
a la muerte del individuo (9).
El cancer se caracteriza por alteraciones en los protooncogenes, genes supresores de tumores y
genes de reparacion, producidas por modificaciones epigenéticas o codificadas en linea
germinal. Como resultado de estos cambios, las células afectadas adquieren la capacidad de ser
auténomas, evadir la respuesta inmunoldgica y generar metastasis. Muchos de estos cambios
genéticos son causados por la exposicion ambiental, quimica, fisica y bioldgica, que aumentan
la susceptibilidad de padecer cancer y modifican el perfil epidemiologico de cada pais o region

(10).



B. CLASIFICACION DEL CANCER
El cancer se clasifica de dos maneras: segun el tipo de tejido en el que se origina, lo que se
conoce como clasificacion histoldgica, y segun el sitio en el cual se desarrolld por primera vez,
es decir, su ubicacion primaria. La clasificacion internacional de enfermedades para oncologia,
en su tercera edicion (ICD-0-3), indica que el cancer se clasifica en seis categorias importantes,
las cuales son carcinoma, sarcoma, mieloma, leucemia, linfoma y tipos mixtos (ver Cuadro 1).
La clasificacion es fundamental en el diagnostico y tratamiento, para determinar el tipo, el
estadio y las caracteristicas moleculares del cancer. Ademas, comprender el estadio y las
caracteristicas moleculares permite un tratamiento personalizado y efectivo, para mejorar los

resultados de pacientes (11).



Cuadro 1. Clasificacion internacional de enfermedades

Clasificacién internacional de enfermedades para oncologia (CIE-O)

1. Carcinoma
1.1 Adenocarcinoma
1.2 Carcinoma de células escamosas

2. Sarcoma

3. Mieloma

4. Leucemia

5. Linfoma

6. Tipos mixtos

Tomada de ICD-O (11).

Neoplasia maligna de origen epitelial.

Se desarrolla en un 6rgano o glandula.

Se origina en epitelio escamoso.

Se origina en los tejidos de soporte y
conectivos, como los huesos, tendones,
cartilagos y masculos.

Se origina en las células plasmaticas de la
médula oOsea.

Se origina en la médula 6sea.

Se originan en nodulos del sistema linfatico.
Estan dentro de una categoria o de diferentes

categorias.



C. CARCINOGENESIS
La carcinogeénesis al proceso en el que una célula sana se condiciona a cambios funcionales y
morfoldgicos, convirtiendose en una célula cancerosa; ademas, adquieren la capacidad de

migrar hacia otros tejidos mediante metastasis (12).

Este proceso tiene tres etapas, las cuales son iniciacion, promocién y progresion. Durante la
iniciacion, un agente carcindgeno interactla con la célula para producir una alteracion en el
acido desoxirribonucleico (ADN). Esta célula dafiada desarrolla la capacidad de crecimiento
individual. En condiciones normales, las células tienen la capacidad de reparar el ADN dafiado.
Sin embargo, cuando una célula se divide y replica su ADN antes de ser reparado el dafio, dicha
alteracion se hereda a las células hijas. La célula mutada puede permanecer latente durante un
periodo de tiempo, que puede ser desde meses 0 hasta afios. Se necesita de un estimulo promotor
para que se desarrolle el cancer (13).

Durante la promocion, los agentes especificos llamados promotores, que pueden ser sustancias
como compuestos quimicos, hormonas o radiacion ultravioleta (UV), estimulan la proliferacion
de la célula mutada, promoviendo la proliferacion y, favoreciendo el desarrollo tumoral, aunque
en esta fase no son células malignas por si mismas. Su rapida division aumenta el riesgo de
acumulacion de mutaciones, lo que lleva a la progresién del cancer (12).

La progresion es la ultima etapa en el proceso de carcinogénesis, mediante el cual las células
tumorales benignas se convierten en malignas y comienza el desarrollo del cancer, van
adquiriendo caracteristicas distintivas de una célula cancerigena, como la capacidad de invadir

otros tejidos y diseminarse a otras zonas del cuerpo a través de metastasis (13).



D. CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DEL CANCER

La transformacion de una célula normal a cancerosa es un proceso complejo, adquieren diversas
capacidades que les permiten convertirse en tumores malignos. A estos rasgos se les denomina
“caracteristicas distintivas del cancer”. En el afio 2000, Robert Weinberg y Douglas Hanahan
describieron estas caracteristicas con el fin de comprender mejor su complejidad (Ver Figura 1)
(14).

A continuacion, se mencionan estas caracteristicas: 1) mantenimiento de la sefializacion
proliferativa: las células tumorales mantienen sefiales que promueven su proliferacion, incluso
en la ausencia de sefiales externas que regularian este proceso; 2) evasion de sefiales que inhiben
el crecimiento: las células cancerigenas ignoran las sefiales anticrecimiento, lo que permite que
las células tumorales crezcan sin control; 3) capacidad de division ilimitada: permite que las
celulas tumorales eviten los mecanismos normales de regulacion de crecimiento y contintien
dividiéndose indefinidamente, formando tumores grandes e invasivos; 4) evasion de apoptosis:
Las células son capaces de evitar el proceso normal de muerte celular programada, conocido
como apoptosis. Este mecanismo ayuda a mantener la homeostasis tisular al eliminar células
dafiadas; 5) inducen la angiogénesis: existe estimulacion en el crecimiento de vasos sanguineos
que beneficia al tumor, suministrando oxigeno y nutrientes, lo que facilita su crecimiento; 6)
invasion y metéstasis: son mecanismos importantes en la progresion del cancer, donde las
células malignas se propagan desde su sitio de origen a otras partes del cuerpo (14). 7)
Inestabilidad gendmica: es resultado de mutaciones en los genes reparadores del ADN, y se
relaciona con el desarrollo del cancer. La inestabilidad gendmica incluye pequefias variaciones
estructurales como la inestabilidad de microsatélites (MSI), asi como variaciones estructurales

significativas como inestabilidad cromosomica (CIN) (15).
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Figura 1. Caracteristicas distintivas del cancer.

En el afio 2000 Robert Weinberg y Douglas Hanahan, propusieron siete caracteristicas

distintivas del cancer. Modificada de Hanahan (14).



Otra alteracion importante del cancer es el metabolismo de la glucosa en las células cancerosas,
Ilamado efecto Warburg, que le permite la adaptacion metabdlica de las células cancerosas para
crecer, sobrevivir y proliferar. EI metabolismo de la glucosa permite aprovechar la energia en
forma de ATP en las células normales, la produccion de energia es a través del ciclo de Krebs y
fosforilacion oxidativa. Pero en las células cancerosas estas no son las vias de produccion de
energia, sino que, a través de la glucdlisis aerobica, la cual es la caracteristica comun de este
efecto debido al aumento de la captacion de la glucosa y fermentacidn de la glucosa a lactato
(16).
E. ESTADIFICACION DEL CANCER

La estadificacion del cancer es un sistema que clasifica el alcance y severidad de la enfermedad,
facilitando el prondstico y eleccion de tratamiento. El sistema de estadificacién que describe el
tamafio del tumor (T), si el cancer se ha propagado a ganglios linfaticos cercados (N) y si se ha
propagado a otras zonas del cuerpo, es decir metastasis (M), fue desarrollado por el Comité
Conjunto Estadounidense sobre el Cancer (AJCC, por sus siglas en inglés), y la Unidn
Internacional para el Control del Cancer (UICC, por sus siglas en inglés). El sistema TNM
clasifica los diferentes tipos de céncer de acuerdo con ciertos criterios, seguido de cada
estadificacion puede tener un ndmero o letra (ver Cuadro 2) que ayuda a proporcionar

informacion adicional del tumor (17).
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Cuadro 2. Estadificacion T

X

T0

Tis

T1-T4

NO

N1

MO

M1

No hay informacion sobre el tumor, 0 no se puede medir.

Se refiere a que no hay evidencia de un tumor.

Tumor “in situ”.

Describe la ubicacion y el tamafio del tumor, en una escala de 1 a 4.
El cancer no se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

El cancer no se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo.

Tomada de AJCC (17).

11



El sistema TNM permite agrupar a los pacientes en estadios del I al 1V, lo cual permite
determinar el prondstico y tratamiento del paciente (ver Cuadro 3) (18).

Cuadro 3. Estadios del cancer

Estadio | Tumor “in situ”.
Estadio Il El cancer no ha crecido en los tejidos cercanos, ni se ha propagado.
Estadio 111 El cancer ha crecido en tejidos cercanos, es posible que se haya propagado

a ganglios linfaticos, pero no a otras partes del cuerpo.

Estadio IV El cancer se ha propagado a otras partes del cuerpo, (metastasis).

Tomada de la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) (18).

12



F. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER
Reportes en la base de datos del Observatorio Global del Cancer (GLOBOCAN) de la OMS a
través de la Agencia Internacional para la Investigacion en Cancer (IARC) indican que los 10
tipos con mayor impacto para el afio 2022 fueron el cancer de mama, el cancer de préstata, el
cancer de pulmon, el cancer colorrectal, el cancer cervicouterino, el cancer de estomago, el
cancer de tiroides, el cancer de higado, el cancer uterino y el CO, siendo el CO el décimo tipo
méas comun y el octavo en lo que se refiere a la mortalidad (ver Figura 2). Se registraron a nivel
mundial 324,603 casos de CO con una incidencia de 6.7%. También se notificaron 206,956

muertes por CO con una mortalidad del 4.0 % (1).
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Incidencia Mortalidad
Mama -

Prostata |
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Tiroides -
Higado |
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Figura 2. Tasa estimada de incidencia y mortalidad a nivel mundial de los tipos de cancer, en

2022.

Modificada de GLOBOCAN (1).
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APARATO REPRODUCTOR FEMENINO

El aparato reproductor femenino, que comprende los ovarios, las trompas uterinas, el Gtero y la
vagina (ver Figura 3) desempefia un papel importante en la regulacion hormonal y en la
reproduccion, donde cada uno tiene funciones especificas (19). A continuacion, se presentan las
principales caracteristicas y funciones de estos 6rganos.

Vagina

Es una estructura tubular fibromuscular de 7 a 10 cm de longitud, que tiene multiples funciones:
es un canal para que el fluido y tejido menstrual salgan de la cavidad uterina, ademas brinda
proteccion contra patdgenos dafinos a través de pH acido y flora local, es un canal para el parto
(20).

Trompas uterinas

Son conductos que tienen una longitud aproximada de 12 cm. Su funcion es el transporte del
6vulo desde el ovario hasta el Gtero para su implantacion. La fecundacion del évulo por el
espermatozoide tiene lugar en la region de la ampolla de la trompa uterina (19).

Utero

Es un érgano hueco, con forma de pera, ubicado sobre la vejiga y anterior del recto. El Utero
nutre al 6vulo fecundado, y se implanta en el endometrio, a medida que va creciendo el embrién,
el Utero se expande. Durante el parto, el Gtero se contrae a medida que el cuello del Utero se

dilata y da lugar al nacimiento del bebé (19).
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Figura 3. Estructuras anatdmicas del aparato reproductor femenino.

Modificado de American Cancer Society (21).
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Ovarios

Los ovarios son glandulas reproductoras femeninas encargadas de producir las hormonas y los
ovulos necesarios para la reproduccion. Estan ubicados en el area pélvica, uno a cada lado del
atero. Del mismo modo, cuentan con dos trompas uterinas, un par de conductos largos y
delgados que estan a cada lado del Utero por los que los évulos se desplazan hacia el Utero, sitio
donde el 6vulo una vez fertilizado se establece y permite el desarrollo de un feto. Por otro lado,

el peritoneo es el tejido que recubre los 6rganos en la cavidad abdominal (21).

Tipicamente, un ovario mide 2.0 cm de ancho, 3.5 cm de largo y 1.0 cm de grosor. Esta formado
por epitelio cuboide simple, se le denomina epitelio superficial, el cual recubre al ovario. Debajo
de esta capa hay un tejido conectivo compuesto de colageno al cual se le denomina tdnica
albuginea. La siguiente zona contiene los foliculos ovéaricos y se le denomina corteza. La regién
maés interna se le denomina médula, formada por tejido conectivo laxo y que contiene vasos
sanguineos, a esta region se le denomina hilio (ver Figura 4) (22).
1. Fisiologia del ovario

Los ovarios secretan hormonas esenciales, como el estrogeno y la progesterona. Estas hormonas
desempefian un papel crucial en el desarrollo de las caracteristicas sexuales femeninas durante
la pubertad y en la regulacion del ciclo menstrual (20). Ademaés, producen células sexuales
femeninas, llamadas 6vulos, mediante el proceso de ovogénesis, el cual sucede en el embrion
femenino antes del nacimiento, y termina su maduracion hasta la pubertad. La hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) son fundamentales en el proceso de

ovogénesis, estas hormonas son producidas por la glandula pituitaria. (22).
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La FSH estimula el reclutamiento de foliculos y promueve su crecimiento, ademas, se encarga
de la produccion de estrogeno, mientras que la LH es encargada de la ovulacién y participa en
la formacién del cuerpo liteo, que es una estructura temporal que produce progesterona,
preparando al dévulo para su posible implantacion. El equilibrio de estas hormonas es

fundamental para una reproduccion exitosa (23).

En las primeras etapas del desarrollo fetal, las células germinales primitivas de los ovarios se
diferencian en ovogonias, inician su division y dan origen a los ovocitos primarios. Durante el
desarrollo embrionario, los ovocitos comienzan la primera division meidtica, y se detiene en

profase, permaneciendo en esa etapa y termina su desarrollo hasta la pubertad (24).
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Cuerpo liteo en
degeneracion

Vasos sanguineos
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Foliculo maduro-
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Figura 4.Descripcion de la anatomia del ovario.

Modificada de ACS (21).
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Las patologias que afectan a estos 6rganos pueden tener un impacto significativo en la salud,
debido a determinadas condiciones como desequilibrios hormonales, factores ambientales o
mutaciones genéticas. Una de las patologias mas mortales es el cancer de ovario, que se
denomina asesino silencioso debido a que sus sintomas no son especificos y se confunden con
distintas afecciones menos graves.

G. CANCER DE OVARIO
El cancer de ovario es un grupo de enfermedades que se originan en los ovarios o en las areas
vinculadas de las trompas uterinas y el peritoneo (2). EI CO es el mas mortal de todos los tipos
de cancer ginecoldgicos, ya que la mayoria de los casos se diagnostican en un estadio avanzado,
lo que se asocia a una baja tasa de supervivencia de la paciente (25).

2. Epidemiologia del cAncer de ovario
A nivel mundial, el CO es el tercer cancer ginecoldgico mas frecuente, con un 3.4% de
incidencia en el afio 2020, seguido del cancer de cuello uterino y céncer de cuerpo uterino.
Respecto a la situacién en México, en el afio 2020, el CO representd el sexto tipo de cancer mas
comun entre las mujeres mexicanas de todas las edades con un registro de datos de 4,963
mujeres, lo que representa el 4.7 % (ver Figura 4) y, del mismo modo, fue la sexta causa de
muerte por cancer en dicho grupo poblacional con un registro de datos de 3,083 mujeres, lo que

representa el 6.6 % (ver Figura 5) (1).
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Mama
31043 (27.9%)
Otros
42489 (38.2%)
Cuello uterino
10 348 (9.3%)
Ovario Tiroides
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5347 (4.8%)
T (6.9%)
Cuerpo del atero Total : 111 200 7723
P Colorrectal
Mama
8195 (16.5%)
Otros Cuello uterino
22100 (44.4%) 4909 (9.9%)
Colorrectal
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3397 (6.8%)
i Total : 49 795

Figura 5. Tasa de incidencia y mortalidad en 2022, de los distintos tipos de cancer en mujeres

en México.

A) Muestra la incidencia en todas las edades en México. B) Mortalidad de todas las edades en

México. Extraido de Global Cancer Observatory (1). 5
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En la Gltima década, se ha mostrado un aumento anual de entre el 1 al 2% en la prevalencia del
CO, esta tendencia al alza se puede atribuir en gran medida al envejecimiento de la poblacion,
como otros elementos como los cambios en el estilo de vida o el aumento a la exposicion
ambiental (26).

Dicho aumento resalta la necesidad urgente de profundizar en el estudio del CO, con el fin de
desarrollar herramientas mas eficaces para el diagndstico y tratamiento, que ayuden a mejorar
la calidad de vida de las pacientes (27).

H. CLASIFICACION HISTOPATOLOGICA DEL CANCER DE OVARIO

La Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) respalda la clasificacion
histoldgica de la OMS en CO, clasifica los tumores de ovario en dos grandes grupos, segun sus
caracteristicas histoldgicas: en tumores epiteliales de ovario y no epiteliales de ovario. Los

diferentes tipos de cancer de ovario se nombran de acuerdo con las células que derivan (28).

1. Tumores no epiteliales de ovario

a. Céncer de células germinales
Es un tumor poco frecuente, se derivan de las células germinales del ovario. Estos tumores
pueden ser cancerosos 0 nNo cancerosos. Las caracteristicas histopatoldgicas de estos tumores
varian segun el tipo de tumor que puedan incluir, como teratomas que tienen la presencia de
elementos como hueso, cartilago o masculo (18).

b. Céancer de células estromales
Son tumores raros, que se desarrollan en las células estructurales de tejido conectivo de los
ovarios, que producen hormonas femeninas como estrogeno y progesterona.
Son heterogéneos, ya que cada subtipo de CO es Unico en morfologia, su comportamiento

bioldgico, incluso el pronostico (19).
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Tumor epitelial de ovario

a. Cancer de ovario epitelial
El CO méas comun es el de origen epitelial (EOC por sus siglas en inglés) con un 80% de
incidencia. El EOC se desarrolla en el tejido epitelial, que recubre el exterior del ovario (23).
Los subtipos histolégicos del cancer epitelial de ovario son:

b. Carcinoma seroso
El carcinoma seroso de ovario es el subtipo mas comdn de carcinoma de ovario, se presenta
como carcinoma de bajo grado (LGSC) o de alto grado (HGSC) (29).
Los siguientes son subclasificaciones de carcinoma seroso:

Carcinoma seroso de bajo grado
Se caracteriza por un estadio tardio en el momento del diagnéstico. EI LGSC muestra una atipia
minima en el ndcleo, raramente mitosis y defectos moleculares que también son menores (30).
Carcinoma seroso de alto grado

Es el subtipo mas comun, generalmente se presenta en un estadio avanzado. Presenta atipia
nuclear més significativa y mitosis con mayores defectos moleculares (29).

c. Carcinoma endometrioide
Este subtipo se relaciona con la endometriosis, donde las células endometriales crecen fuera del
utero, suele ser de bajo grado y rara vez en estadio avanzado (20).

d. Carcinoma de células claras
Se diagnostica con mayor frecuencia en mujeres jévenes y se suele detectar en etapas tempranas.
Presentan aclaramiento celular, un patrén de crecimiento de tipo quistico y ademas un patrén de
desarrollo tipico en forma de ufia. En estadio avanzado se asocia con una baja tasa de

supervivencia (31).
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e. Carcinoma mucinoso
Es un subtipo poco comun de EOC. Forma macroscopicamente quistes multiloculares y
diametro del tumor superior a 10 cm. En este cancer las células crecen, se llenan de liquido y
tienen una apariencia espumosa, los tumores estan formados por células cancerosas cubiertas de
moco (22).

f. Tumores de Brenner
Son poco frecuentes y representan menos del 1% de las neoplasias malignas epiteliales (23).
Se ha supuesto que el desarrollo de cancer en las trompas uterinas es raro, sin embargo,
evidencia molecular, histologica y genética ha demostrado que hasta el 80% de los canceres que
se clasifican como carcinomas serosos de alto grado de ovario o peritoneo pueden haber tenido
origen en el extremo fimbrial de las trompas uterinas (18).
El cancer de ovario, de las trompas uterinas y peritoneales deben clasificarse quirtrgicamente,
y se debe determinar su estadio, para determinar el prondstico del paciente. Los tumores
extrauterinos con su histologia serosa que surgen en ovario, trompas uterinas o el peritoneo se
describen como carcinomas serosos pélvicos o carcinomas mullerianos (31).

I. ESTADIFICACION DEL CANCER DE OVARIO
La clasificacion del cancer de ovario y los diferentes subtipos se dan en funcién del sitio de
origen y por sus caracteristicas histolégicas (28).
En el afio 2014, el Comité de Oncologia Ginecoldgica de la Federacion Internacional de
Ginecologia y Obstetricia, (FIGO, por sus siglas en inglés), reviso la estadificacion para
incorporar el cancer de ovario (ver Cuadro 4) de las trompas uterinas y peritoneal en el mismo

sistema (18).
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Cuadro 4. Clasificacion por etapa FIGO para el cancer de ovario, trompas uterinas y peritoneo.

Estadio
Estadio |

Estadio 1A

Estadio IB

Estadio IC

IC1

IC2

IC3
Estadio I
Estadio 1A

Estadio 11B

Estadio 111

1AL
IMAL()
IAL(ii)

Estadio I11A2

Descripcion de la etapa

Tumor limitado a los ovarios.

Tumor limitado a un ovario, sin ascitis, sin tumor en la superficie del ovario,
y con la capsula de ovario intacto.

Tumor limitado a ambos ovarios, sin ascitis, sin tumor en la superficie del
ovario, y con la capsula de ovario intacta.

Tumor limitado a uno o ambos ovarios, con alguna de las siguientes
caracteristicas:

Derrame quirargico.

Tumor en la superficie del ovario.

Células malignas en la ascitis.

El tumor afecta a uno o ambos ovarios con extension pélvica.

Extension al Utero o a las trompas uterinas.

Extension a otros tejidos pélvicos.

El tumor afecta a uno o ambos ovarios, con afectacion fuera de la pelvis y/o
en la metastasis o a los ganglios linfaticos.

Tumor con afectacion solo en ganglios retroperitoneales.

Metéstasis de hasta 10 mm en su mayor distension.

Metéstasis de mas de 10 mm en su mayor distension.

Tumor con implantacion de 2 cm o menos fuera de la pelvis, con o sin

ganglios retroperitoneales afectados.
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Estadio I11B

Estadio I11C

Estadio 1V

Estadio IVA

Estadio 1VB

Metéstasis peritoneal mas alld de la pelvis hasta 2 cm o mas, fuera de la
pelvis, con o sin ganglios retroperitoneales afectados.

Metastasis peritoneal macroscopica mas alla de la pelvis de mas de 2 cm, con
0 sin metastasis en los ganglios linfaticos retroperitoneales.

Presencia de metéstasis a distancia.

Derrame pleural con células neoplasicas.

Metéastasis a organos extra abdominales (incluidos ganglios inguinales y

ganglios linfaticos fuera de la cavidad abdominal).

Tomada de FIGO (18).
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J. SINTOMATOLOGIA DEL CANCER DE OVARIO

El CO es conocido como una enfermedad silenciosa debido a que sus sintomas suelen ser poco
especificos, lo que facilita su confusion con otros padecimientos. En la mayoria de los casos,
los signos de alarma aparecen cuando la enfermedad ya ha alcanzado etapas avanzadas.

La Fundacion Ginecologica de Cancer, la Sociedad Oncoldgica de Ginecologia y la Sociedad
Americana del Cancer publicaron una declaracién de consenso sobre los sintomas del CO, la
declaracion recomienda que una mujer que presente la sintomatologia casi a diario durante mas
de unas pocas semanas visite a su médico, con el objetivo de una evaluacién para brindar un
diagnostico mas temprano de cancer de ovario (32).

Dentro de la sintomatologia caracteristica puede destacarse: sangrado o secrecion vaginal
anormal (especialmente postmenopausica o alteraciones en el ciclo menstrual); dolor durante
las relaciones sexuales; dolor y/o presion en zona peélvica; dolor abdominal; dolor de espalda;
hinchazon generalizada; alteraciones en los hébitos miccionales (dificultad para comer o
sensacion de saciedad precipitada); cambios en los habitos de ir al bafio (necesidad de orinar
con mayor frecuencia o urgencia y/o estrefiimiento); pérdida de peso sin motivo aparente
combinada con hinchazén abdominal, por mencionar algunos. El reconocimiento de los
sintomas da como resultado la deteccion del CO en una etapa mas temprana, aumentando la tasa

de supervivencia (28).
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K. DIAGNOSTICO DEL CANCER DE OVARIO
La deteccion en etapa temprana del CO es la Unica manera de lograr una alta tasa de
supervivencia. Lamentablemente, hasta el momento no hay ninguna estrategia eficaz de
diagnostico temprano del CO. Su baja prevalencia, la baja especificidad y la alta tasa de falsos
positivos son limitaciones para su deteccion. El analisis de sangre del antigeno del cancer 125
(CA-125) tiene una baja especificidad, debido a que puede producir falsos positivos en mujeres
sin CO, en muchas afecciones como endometriosis 0 quistes ovaricos benignos, que pueden
elevar los niveles de CA-125. Por lo tanto, no es una prueba definitiva para CO (33).
La evaluacién diagnostica se guia por la sintomatologia presente, y por la evaluacién de factores
de riesgo, incluidos antecedentes oncoldgicos (34).
El diagnostico del CO suele ser tardio, de hecho, solo alrededor del 20% de los casos de este
cancer se detectan en un estadio temprano. Pero es de suma importancia revertir esta situacion,
ya que, si el CO logra diagnosticarse en estadios iniciales, aproximadamente 94% de las
pacientes viven mas de 5 afios después del diagnostico (21).
Las pruebas diagndsticas para el cancer de ovario incluyen:
Examen fisico: Las pacientes con sintomas se deben someter a un examen fisico, donde se
examina el abdomen y se comprueba si alguno de sus ganglios linfaticos esta agrandado.
Ecografia transvaginal (TVUS): Ecografia realizada con un instrumento especial que se
introduce por la vagina, le ayuda al medir a examinar la anatomia de los ovarios. Si bien la
TVUS detecta tumores grandes y cambios estructurales en los ovarios, no distingue masas
benignas o malignas (33).
Tomografia computarizada y resonancia magnética de la pelvis: Son herramientas de
diagndstico por imagenes avanzadas que evallan la extension de tumores ovaricos, aunque

tienen especificidad limitada al momento de distinguir lesiones benignas o malignas (35).
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Inicialmente, se utiliza una combinacidn de pruebas diagndsticas no invasivas para evaluar si se
sospecha de CO. Debido a su naturaleza invasiva, la biopsia es el método definitivo para
confirmar la presencia de cancer, aunque no suele ser la primera prueba diagndstica.

Biopsia: Procedimiento en donde se extrae una parte de tejido tumoral y se examina en el
laboratorio (21).

Generalmente se realiza cuando se ha identificado una masa ovarica en un estudio por imagenes.
Es muy precisa para diagnosticar el CO, sin embargo, es invasiva y normalmente se utiliza

después de que otros métodos de diagnostico lo sugieren (29).
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L. TRATAMIENTO DEL CANCER DE OVARIO
Las decisiones sobre el tratamiento del cancer de ovario se basan en la histologia y el estadio de
la enfermedad. El abordaje terapéutico incluye la extirpacion quirtrgica del tumor,
quimioterapia y terapias dirigidas. En las etapas tempranas, la enfermedad es curable hasta en
el 90% de los casos; sin embargo, lamentablemente, la mayoria de los diagndsticos se realizan

en etapas avanzadas (36).

La tasa de supervivencia general del CO varia significativamente segun la etapa de diagnostico.
Para las mujeres diagnosticadas en estadio Il1, la tasa de supervivencia es de aproximadamente
el 39%, mientras que para el estadio IV es de aproximadamente es del 20%. Estas cifras
subrayan la importancia critica de la deteccion temprana, ya que permite mejorar los resultados
de las pacientes al proporcionar una intervencion oportuna. Un diagnéstico temprano facilita el
acceso a tratamiento mas efectivo como cirugia o quimioterapia, que mejora el prondstico. Por

lo tanto, es esencial crear conciencia sobre la importancia del diagnostico temprano (26).

Para realizar una cirugia, es importante clasificar la etapa del cancer y realizar la cirugia cito
reductora, la cual es la base importante para extirpar todos los tumores. Para conocer la
ubicacién del CO, se realizan estudios por imégenes para resaltar los tumores visualmente (20).
La intervencidn quirargica puede ir acompafada de quimioterapia, la cual es un tratamiento que
ayuda a eliminar las células cancerosas que aun pueden estar presentes después de la cirugia
(37).

La terapia dirigida utiliza medicamentos para atacar a las células cancerosas, se utilizan
diferentes clases de medicamentos, uno de ellos son los inhibidores de la angiogénesis, para

evitar que los tumores cancerosos crezcan y se propaguen. Los inhibidores de la enzima poli
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ADP ribosa polimerasa (PARP) son medicamentos que ayudan a reparar el ADN dafiado. Los
medicamentos dirigidos al alfa receptor de folato son otra opcidn para tratar el cancer de ovario,
ya que, en muchos canceres de ovarios, las células presentan niveles elevados de la proteina
receptor de folato en las superficies. Elegir el tratamiento adecuado para cada paciente es dificil,

y el tratamiento dependera de acuerdo con su tipo y estadio del cancer (35).
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M. FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS AL CANCER DE OVARIO
El CO es una enfermedad multifactorial, donde los antecedentes familiares son el principal
factor de riesgo. Otros factores asociados, como la edad, la genética y el historial reproductivo,
también contribuyen a su incidencia. Estos elementos son clave para identificar y predecir a
pacientes con mayor riesgo, facilitando su deteccion temprana y el disefio de estrategias
preventivas (38).
Edad avanzada
La mayoria de las mujeres con CO son diagnosticadas después de la menopausia. La edad
avanzada al momento del diagndstico se asocia con un peor prondstico y una menor tasa de
supervivencia. La edad media de diagndstico se sitla entre 50 y 65 afios (39).
Tratamiento hormonal después de la menopausia
Las mujeres que usan estrogenos solos o con progesterona después de la menopausia tienen un
mayor riesgo de desarrollar cAncer de ovario, en comparacién con las mujeres que no han
tomado hormonas (27).
Nuliparidad
El riesgo de CO es un 24% mayor entre las mujeres nuliparas en comparacién con las mujeres
que solo tienen un hijo. La explicacion sobre esta relacion se ha enfatizado en el papel de los
factores endocrinos y metabdlicos (20).
Factores genéticos
Mutaciones en genes especificos y alteraciones en vias moleculares, incluido el sistema de
reparacion de errores de emparejamiento (MMR), desempefian un proceso importante en el
desarrollo y progresion de CO. Estas mutaciones pueden ser resultado de factores genéticos o
factores ambientales que aumentan el riesgo de desarrollo de cancer. El silenciamiento de genes

hace referencia a que un gen se inactiva o0 se suprime su expresion su expresion sin un cambio

32



en la secuencia de ADN. Algunos mecanismos clave del silenciamiento es la metilacion de la
regién promotora, que ocurre tipicamente en las islas CpG (38).

Antecedentes familiares de CO

El antecedente familiar de CO constituye un factor de riesgo significativo en la predisposicién
a desarrollar este tipo de cancer. Las personas con familiares que han sido diagnosticadas con
CO presentan un mayor riesgo en comparacion con la poblacién en general. En muchos casos
este riesgo se asocia en mutaciones de genes relaciona con la reparacion del ADN como MLH1

(39).
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N. ASPECTOS MOLECULARES DEL CANCER DE OVARIO
El CO es causado por alteraciones genéticas, relacionadas con la herencia o sindrome de
canceres hereditarios, que provocan cambios en la reparacion del ADN; esto es debido a la
acumulacion de dafio genético a lo largo de la vida.
El sindrome de Lynch (SL): De caracter autosomico dominante que se produce debido a
mutaciones de linea germinal en genes de reparacion de errores de emparejamiento (MMR) y
se asocia principalmente con cancer colorrectal, de endometrio y de ovario (40).
Estos genes MMR (MLH1, MSH2, MSHG6, y PMS2) son genes supresores de tumores implicados
en la reparacién de errores que suceden durante la replicacion del ADN.
Las mutaciones en MLH1 y MSH2 representan el 90% de los casos de SL, las mutaciones en
MSH6 y PMS2 ocurren entre el 7% y el 10% (41).
El genoma de todos los organismos esta en constante contacto con agentes quimicos y fisicos
exogenos tales como humo del cigarro, la luz ultravioleta, agentes carcinégenos ambientales,
asi como agentes enddgenos como errores en la replicacién del ADN, todos estos factores
pueden dafiar el ADN (42).
Las células responden al dafio del ADN, poniendo en marcha a un conjunto de vias de
sefializacion para la deteccion de lesiones, y realizan la reparacion de dafios (DDR). Las
alteraciones en estas vias estn asociadas con el desarrollo de cancer, incluido el CO. De acuerdo
con el tipo de lesion del ADN, se determina el mecanismo de reparacion (43).

1. Sistemas de reparacion del ADN
Reparacion por escisién de bases (BER): Este sistema participa en la reparacion del ADN
causado por eventos oxidativos, derivados de la alquilacion celular y despurinizaciones

espontaneas (44).
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Reparacion por escisién de nucleétidos (NER): Este sistema participa en la reparacion de
lesiones que se producen por la radiacion UV y agentes mutagénicos.

Recombinacion homdéloga (HR): Este sistema repara los dafios que son generados por agentes
fisicos, quimicos y radicales libres (45).

Reparacion de errores de emparejamiento (MMR):

El sistema MMR (Mismatch Repair) corrige errores de emparejamiento espontaneos entre bases
nitrogenadas generados por fallas en la replicacion del ADN, es uno de los guardianes mas
importantes que mantienen la integridad del genoma. Los defectos en el MMR aumentan la tasa
de mutacion en la célula y provocan alteraciones en la longitud de los microsatélites, un
fendmeno conocido como inestabilidad de los microsatélites (MSI) (42).

Los genes MLH1, MSH2, MSH3, MSH6 y PMS2, a través de las proteinas que codifican (del
mismo nombre), son los principales mediadores de la actividad de este sistema (46).

En sintesis, el accionar de MMR implica una interaccion compleja de sus propias proteinas con
la maquinaria de replicacion y/o recombinacion para evitar que errores de apareamiento sean
heredados. El sistema MMR (ver Figura 6) se encarga de identificar, sefialar y reparar bases mal
apareadas, principalmente en microsatélites, los cuales son secuencias altamente repetidas en
tdndem, de 2 a 6 nucle6tidos repetidos (10-50 veces) que se distribuyen ampliamente por todo
el genoma humano, tanto en regiones codificantes como no codificantes. Su naturaleza
altamente repetitiva hace que sean propensos a errores de replicacion, que normalmente son
reparados por el sistema MMR (47).

En células eucariotas, el sistema MMR estd vinculado con los pasos de reconocimiento,
eliminacion y sintesis de ADN de E.coli. El sistema MMR se conforma de MLH1, la cual es
homologa 2 de la proteina MutS (MSH2), el homdlogo 6 de MutS (MSH6) y el homdlogo 2 de

PMS1 (PMS2) son las proteinas que participan como heterodimeros (48).
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Los nombres de las proteinas reflejan la homologia con el sistema de E.Coli, la abreviacion de
MSH, deriva de MutS Homologo, mientras que MLH se deriva de MutL, es decir MutL
Homologo de E.Coli. El primer heterodimero en participar esta formado por la proteina MSH2,
junto con MSHG6, se convierten en abrazaderas deslizantes en la cadena de ADN, se deslizan
hasta que reconocen bases mal apareadas. Posteriormente, se une al complejo MLH1/PMS2 que
ayuda con la degradacion del fragmento de la secuencia de ADN dafiada. La uniony la hidrolisis
de la molécula de ATP son vitales para la regulacion del sistema MMR. EI primer complejo
MSH2-MSH6 intercambia la molécula de ADP por ATP, funcionando como un interruptor
molecular. Una vez que se reconocen los errores en el ADN, y se une el primer heterodimero,
se reclutan otras moléculas como la exonucleasa 1 (Exol) (49).

Sistema MMR en el cancer

En el cancer, este sistema es disfuncional debido a diversas alteraciones. Cuando las proteinas
MMR se dafian, los errores en el ADN no se corrigen, lo que conduce a MSI, promoviendo la
tumorigenesis. La disfuncion del sistema MMR se debe a diversas mutaciones genéticas,
cambios epigenéticos y factores ambientales. La causa mas comun de deficiencia hereditaria de
MMR es el sindrome de Lynch en céncer colorrectal, que es causado por mutaciones en los
genes que codifican las proteinas (50).

Sistema MMR en céncer de ovario

Este sistema en CO no se ha estudiado ampliamente como en otros tipos de cancer. Pero existe
evidencia de que la deficiencia de MMR juega un papel importante en MSI y sindrome de
Lynch. Identificar la deficiencia en este cancer tiene importantes implicaciones diagnosticas y
prondsticas, ademas de proporcionar informacion valiosa sobre las caracteristicas moleculares

del tumor (30).
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Figura 6. Mecanismo del sistema de reparacion de errores de emparejamiento.

(A) Primer heterodimero en actuar esta conformado por MSH2 y MSH6 como abrazadera
deslizante sobre el ADN. (B) Segundo heterodimero en participar: MLH1y PMS2, se une al
primer complejo. (C) Se une al complejo de exonucleasa. (D) Complejo removiendo la base

nitrogenada mal apareada, y haciendo una resintesis (51).
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2. Proteina MLH1

MLH1 es una de las proteinas que conforman el sistema MMR, esta es la proteina afectada
mayormente en cancer colorrectal y otros tipos de canceres, aunque su papel en el cancer de
ovario aun no se ha comprendido completamente (52).

La proteina MLH1, localizada en el nucleo, esta constituida por 756 aminoacidos y tiene un
peso molecular de 84,601 Da aproximadamente (ver Figura 7), ademas cuenta en su estructura
con un dominio ATPasa y dos dominios para la interaccion con MutS homologo y con la
proteina PMS2. Esta proteina es capaz de formar un heterodimero con actividad endonucleasa
que se activa después del reconocimiento de errores de apareamiento del ADN vy los bucles de
insercién/delecién (INDELS por sus siglas en inglés) por otros componentes del sistema MMR

y es necesaria para la eliminacién del ADN no coincidente (52).
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Proteina MLHI1 (756 aa ; 84.6 kDa)

N-terminal C-terminal

Figura 7. Diagrama de la proteina MLH1.

C- terminal carboxilo, N- terminal amino. Se muestran los dominios de la proteina, asi como

sus exones. Modificado de Atlas de genética y citogenética en oncologia y hematologia (50).
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3. Gen MLH1

La proteina MLHL es codificada por el gen MLH1, ubicado en la regién cromosémica 3p22.2,
que consta de 19 exones (ver Figura 8) (7).

El control de la expresion génica de MLH1 estd dado principalmente por la regulacion de la
regién promotora de 1,787 pb, en la que se ubica la secuencia consenso CCAAT, misma que es
necesaria para el reconocimiento y la unién de factores de transcripcion (53). En estudios sobre
este gen y su relacion con la carcinogénesis se han encontrado variantes en individuos con
distintos tipos de cancer, tanto en regiones codificantes como en zonas reguladoras, sin

embargo, su analisis y caracterizacién en CO aln es escasa (7).
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Figura 8. Diagrama del gen MLH1. Posicion del gen MLH1 en el cromosoma 3.

Los nimeros de los exones estan en el interior de los cuadros, y en la parte inferior el nimero
de pares de bases. Las flechas iniciales muestran el codon ATG vy la flecha final el codén de
paro. Los intrones estan representados por las barras negras y en las flechas de abajo se indican
las pares de bases. Modificada de Atlas de genética y citogenética en oncologia y hematologia

(54).
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4. Alteraciones epigenéticas

Un mecanismo epigenético conocido que inactiva el sistema MMR es la hipermetilacion del gen
MLH1. La metilacién del ADN se debe a la adicion del grupo metilo (CH3) en la base
nitrogenada citosina (C) presente en las islas CpG, las cuales son regiones ricas en bases
nitrogenadas guanina (G) y citosina. La p en CpG representa que se encuentra enlazado por
fosfato. La metilacion del ADN puede interferir en el ciclo y la diferenciacion celular (35).
Metilacion de ADN

La metilacion del ADN es una marca epigenética que tiene funciones en la diferenciacion, en el
desarrollo y mantenimiento de la identidad celular mediante el control de la expresién genética.
En los dltimos afos, se han observado cambios en la metilacion del ADN en distintas
enfermedades humanas, principalmente en el cancer (55). Dos grupos de investigacion en el afio
de 1975 sugirieron que la metilacion de la citosina podria desempefiar un papel fundamental
como marca epigenética, descubrieron que la metilacion del ADN se produce
predominantemente en la citosina seguida de residuos de guanina (CpG) (ver Figura 9). La
citosina metilada en el quinto carbono del anillo de pirimidina se le denomina 5-metilcitosina

(5mC) (56).
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B No metilacion CpG metilacion

Figura 9. Mecanismo de metilacion del ADN por ADN metiltransferasa.

(A) Accion de la metiltransferasa, el grupo metilo se transfiere a la posicién 5 de la citosina,

creando 5-metilcitosina (5mC). (B) Metilacién en islas CpG. Modificada de Sik Jang et al, 2017.
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El proceso de metilacion es mediado por las enzimas llamadas ADN metiltransferasas (DNMT),
que incluyen dos familias, las ADN metil transferasas de mantenimiento, como DNMT1 que
mantienen el patron de metilacion de ADN en la replicacion, y las ADN metiltransferasas de
novo, que incluyen DNMT3A, DNMT3B y DNMT3L, que catalizan la metilacion en la

gametogeénesis, diferenciacion celular y en el desarrollo embrionario (57).

La metilacion del gen MLHL1 es una alteracion bien conocida en la tumorigénesis del cancer
colorrectal y de endometrio, los dos tipos de tumores mas frecuentes que se encuentran en
personas con sindrome de Lynch. La carcinogénesis relacionada con MSI no es un mecanismo
exclusivo del sindrome de Lynch, también se relaciona con cancer colorrectal esporadico (58).
En otros tipos de canceres como el colorrectal, la MSI estd estrechamente asociada con la
hipermetilacion de la region promotora del gen MLH1. La metilacion del ADN es la alteracion
mas ampliamente estudiada. La hipermetilacion del ADN es causante del silenciamiento de
genes, promoviendo el inicio y desarrollo de la carcinogénesis (59).

La hipermetilacién del promotor MLH1 provoca el silenciamiento del gen, causando la pérdida

de la expresion de la proteina MLH1, y dando paso a la MSI (60).

Modificaciones de metilacién del ADN en cancer

Las modificaciones en la metilacion del ADN desempefian un papel importante en la
tumorigénesis, ya que afectan la expresion de genes clave involucrados en el control del ciclo
celular, la apoptosis y la estabilidad genémica. Estas alteraciones son resultado de factores
ambientales, o0 procesos epigenéticos. Entre las modificaciones més estudiadas se destacan dos

fendmenos principales: la hipermetilacion y la hipometilacion (55).
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Hipermetilacion del ADN

La hipermetilacion de islas CpG en la region promotora, es una de las alteraciones mas
frecuentes en cancer, resulta en la represion de su transcripcion, llevando al silenciamiento de
genes supresores de tumores, este silenciamiento contribuye a la perdida de la funcion de estos
genes, da paso a la desregulacion de puntos de control del ciclo celular, la apoptosis y a los
mecanismos de reparacion del ADN (61).

Hipometilacion del ADN

La hipometilacion del ADN es un particularmente en regiones no promotoras, también
desempefian un papel importante en la tumorigénesis. La hipometilacién da como resultado la
reactivacion de elementos transponibles, que contribuyen a reordenamientos cromosomicos,
rotura del ADN y el aumento de mutaciones (62).

Metilacion de MLH1

El silenciamiento epigenético de MLH2, generalmente es a través de la hipermetilacion del
promotor, lo que conduce a MSI y al aumento de la carga mutacional en células cancerigenas
(58).

La metilacion de MLH1, es un evento epigenético importante en el desarrollo de canceres con
MSI-H. Es una de las principales causas de MSI, en cancer colorrectal, gastrico y endometrial.
En céncer colorrectal, la metilacion de MLH1 se produce aproximadamente en el 15% al 20%
de casos esporadicos, suelen ser MSI-H y se asocia a una mejor supervivencia (60).

La hipermetilacién impide la unién de factores de transcripcidn necesarios para la expresion
génica, lo que conduce la perdida de la expresion de la proteina MLHL1. Esta pérdida altera al
sistema MMR, permitiendo la acumulacion de errores de replicacion del ADN, y promueve la

inestabilidad gendémica y el desarrollo del cancer (63).
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5. Inestabilidad de microsatélites
Los defectos en el MMR aumentan la tasa de mutacion en la célula y alteran las longitudes de
los microsatélites, lo que se le denomina MSI (64).
La MSI es un fendmeno que resulta de la incapacidad de reparar regiones de microsatélites o de
una reparacién defectuosa. Esto se manifiesta por alteraciones en la longitud (nimero de pares
de bases) de los microsatélites (3).
Asi pues, la MSI ha sido definida como una via de tumorigénesis bien establecida que hace
referencia a una alta capacidad de mutacion de las células y un alto nivel de MSI se asocia con
un aumento de la tasa de mutacion (4). En concordancia, se ha descrito que pacientes con
deficiencias en el sistema MMR (dMMR) pueden desarrollar tumores con una tasa de
mutabilidad aproximadamente 1000 veces mayor que aquellos con las vias del sistema intactas.
Ademas, las células deficientes de MMR suelen ser mas resistentes a la muerte inducida por
diversos agentes quimioterapicos (5). Se ha demostrado que la MSI tiene un rol fundamental en
la patogenia de los tumores malignos y estd estrechamente relacionada con la aparicion,
progresion y prondstico de diversas neoplasias malignas (65).
Respecto a la MSI, suelen emplearse paneles de 5 biomarcadores (BAT-25, BAT-26, NR-21,
NR-24 y NR-27) y segun el nimero de microsatélites inestables que se presenten, se determina

la clasificacion de MSI en tres subtipos diferentes (66).

° Microsatélites estables (MSS): Ningn marcador inestable.

° Niveles bajos de MSI (MSI-L): 1 marcador inestable.

° Niveles altos de MSI (MSI-H): 2 0 mas marcadores inestables.
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Multiples investigaciones han demostrado que el cancer de endometrio y el cancer gastrico con
MSI-H tienen un pronostico favorable en comparacion con aquellos con MSI-L o MSS, ya que
exhiben mejor respuesta inmune antitumoral y mejor capacidad de inhibir el crecimiento de
células tumorales. Por lo tanto, la MSI potencialmente podria emplearse como un predictor clave
para evaluar el grado de malignidad, la eficacia y el prondstico de los procesos oncolégicos (65).
Estas alteraciones en las vias de reparacion de ADN, causadas por mecanismos genéticos y

epigenéticos, son una caracteristica de la carcinogénesis ovarica (35).
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IIl.  ANTECEDENTES
En los ultimos afios, se han observado cambios en la metilacion del ADN en distintas
enfermedades humanas, principalmente en el cancer (55). Una de las consecuencias de los
defectos en el sistema MMR es la MSI, la cual es una caracteristica distintiva del cancer
colorrectal. Su utilidad como biomarcador en el cancer de ovario es un area de investigacién
activa (57).
En un estudio de Sally B. et al. en la Universidad de Japdn, en el afio de 1999, evaluaron 64
muestras de cancer de endometrio, y encontraron 53 tumores positivos para MSI. Ademas,
encontraron metilacién de la region promotora del gen MLH1 en 41 de 53 tumores. 12 de las
muestras presentaban alteracion en la expresion de la proteina MLH1 (67).
Watanabe Yoh et al. en el afio 2007, en la Universidad de Oxford analizaron 36 muestras de
cancer de ovario epitelial, 18 muestras mostraron metilacion del promotor MLH1, Ningun tumor
mostro expresion de la proteina MLH1. 11 de los 18 casos, se determinaron como MSI-H, 4
muestras como MSI L, y 3 no presentaron MSI (68).
En CO, la MSI estd menos caracterizada con respecto a otros canceres ginecoldgicos, pero aun
asi se sabe que existe, especialmente en el carcinoma ovarico de tipo endometroide. En general,
segun los reportes disponibles, el porcentaje de CO con inestabilidad de microsatélites va del 2-
10% de los casos, pero puede alcanzar hasta el 20% en el subgrupo endometrioide y la mayoria
de las veces, esté relacionado con la metilacion del promotor MLH1 (45).
Es bien sabido que la MSI puede surgir como consecuencia de las dAMMR, sin embargo, este
conjunto de fendémenos en CO no ha sido bien definido. En un estudio realizado a inicios de la
década de 2000 se analizaron 125 tumores primarios de CO, encontrando MSI-H en 16,8 % de
ellos, teniendo relacién ademas con la expresion del ARNm de MLH1 (estuvo ausente en el

47,6% de los tumores) (55). Similarmente, Shilpa y col. (2014) estudiaron la relacion de la MSI,
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la metilacién del promotor y la expresion de proteinas de los genes MMR en el carcinoma
epitelial de ovario (COE). Como resultado, se observd MSI en mas del 60% de las muestras
tumorales analizadas. Ademas, se detectd metilacion de MLH1 en 37,5% de estas muestras,
pero sin pérdida total de la expresion de los genes MMR. No hubo correlacién entre MSI,
metilacion del promotor y expresion de proteinas de los genes MMR, lo que sugiere que cada
uno puede funcionar de forma independiente. En otro estudio se determind la frecuencia de MSI
en 74 carcinomas endometrioides de ovario y se examind la expresion de proteinas MLH1 y
MSH2. En total, 20 % de los tumores presentaron MSI-H y 12 % MSI-L. Ademas, se encontro
pérdida de la expresion de MLH1 y/o MSH2 en 9 de los 15 tumores con MSI-H, fenotipo que
tendié a ocurrir con mayor frecuencia en tumores de bajo grado (p = 0,053), pero no se
correlaciono con el estadio clinico (33).

Las variantes génicas en MLH1 y su relacion con el CO han sido hasta el momento, poco
estudiadas. Dentro de las pocas investigaciones al respecto destaca la realizada por Niu y col.
(2015) en poblacidon china. En un analisis de casos y controles, evaluaron la asociacién entre la
variante ¢.-93 G>A (rs1800734) y el riesgo de CO en 421 pacientes con cancer de ovario y 689
controles. Encontrando que los genotipos de la variante MLH1 (C.-93AA y AG) se asocian con
el riesgo de CO ([OR] ajustado = 2,02; [IC] del 95% = 1,42-2,89) en comparacion con el
genotipo C.-93GG. Sugiriendo que el alelo A aumenta el riesgo de CO (PA en MLH1 puede
afectar la susceptibilidad al CO en la poblacién estudiada). En el mismo sentido, en 2014, se
informé que en un estudio de casos y controles en el que se incluyeron 536 pacientes con COE
y 532 mujeres control, tanto los genotipos como las frecuencias alélicas de la variante c¢.-93
G>A (rs1800734) no fueron significativamente diferentes entre los grupos de casos y control.
En comparacidon con el genotipo homocigoto salvaje, la presencia de alelos variantes (genotipos

heterocigotos y homocigotos variantes) no afecto el riesgo de desarrollar CO prognosis (47).

49



Sin embargo, el analisis de supervivencia mostré que para la variante rs1800734, el alelo A
puede aumentar significativamente la supervivencia libre de progresién de los pacientes en
comparacion con el genotipo GG G en un seguimiento de 5 afios (CRI 0,66; IC del 95%: 0,44 a
0,98), lo que sugiere que la variante estudiada puede emplearse como un potencial biomarcador
de prognosis (48). Y del mismo modo, Harley, (2008), genotipificé 899 mujeres con CO
invasivo y 931 controles para la variante ¢.-93 G>A, demostrando que la presencia de la variante
se asocid con un riesgo significativo de CO (OR=1,5; IC 95% 1,3-1,9; p=0,00005). La
asociacion estuvo presente en canceres de todas las histologias, excepto en células claras, y en
todos los grupos étnicos (49). Por otro lado, se ha reportado que en un analisis de 92 tumores
fijados en formalina y embebidos en parafina (FFPE), que incluian muestras pareadas
emparejadas de tumores diagnosticados inicialmente y recurrentes de 46 pacientes con cancer
epitelial de ovario (COE), se observaron variantes en MLH1 en un 8,2% de los casos, pero no
hubo correlacién entre la presencia de variantes y el prondstico clinico. Ademas, las variantes
somaticas no difirieron entre los CO primarios y recurrentes, ya que cada variante presente en
muestras recurrentes se detectd en la muestra primaria correspondiente. Sin embargo, se
propone que, para comprender la biologia de la recurrencia tumoral en el COE, se necesitan mas
estudios, incluidas modificaciones epigenéticas o mutaciones adicionales en otros genes (39).
De manera similar, se ha estimado que, en promedio, el 46,7% (IC 95%: 28,8-65,4) de los
carcinomas de ovario que muestran dMMR por inmunohistoquimica tienen una variante en

MMR de linea germinal identificada, siendo MLH1 el gen mayormente afectado (50).
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IV. JUSTIFICACION
El cancer de ovario es un problema de salud publica a nivel mundial y nacional, ya que su
incidencia y mortalidad van en aumento. En el afio 2022, se registraron 324,603 nuevos casos
de cancer de ovario a nivel mundial. En México, en el mismo afio se diagnosticaron 5,193 casos,
su mortalidad fue de 3,360, representando que el 75% de las pacientes se diagnostican en
estadios avanzados.
Su alta tasa de mortalidad es debe a que la mayoria de los casos de cancer de ovario se
diagnostican en estadios avanzados, puesto que sus sintomas suelen confundirse con otras
enfermedades. Algunos de los factores de riesgo del cancer son genéticos, ambientales,
epigenéticos o la combinacion de todos estos. Uno de los factores epigenéticos es la metilacion
del ADN, que afecta la expresion genética. En el caso del gen MLH1, cuando se produce su
metilacion, se inactiva y afecta el funcionamiento del sistema MMR. Esto puede dar lugar a la
aparicion de variantes o MSI.
Diversos estudios han determinado algunas caracteristicas de este cancer, propuesto que la MSI
es una caracteristica distintiva de numerosos tipos de canceres ginecoldgicos, sin embargo, no
esta bien caracterizado en CO.
En México no se cuentan con estudios precisos sobre la MSI y presencia de variantes en el gen
MLH1 en mujeres mexicanas con cancer de ovario. Lo que pone de manifiesto la necesidad de
llevar a cabo esta investigacion enfocada en dichas variables con el objetivo de describir la
metilacion del gen MLH1, la expresion de su proteina y el grado de inestabilidad de

microsatélites.
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V. HIPOTESIS
MLH1 presenta cambios en el perfil de metilacion y de la expresion de su proteina en pacientes

con cancer de ovario con inestabilidad de microsatélites.
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VI. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Analizar la metilacion en el gen MLH1 y la expresidn de su proteina en pacientes con y sin
cancer de ovario con inestabilidad de microsatélites.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Describir las caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes con y sin cancer de ovario.
2. Evaluar la MSI en tejido tumoral de pacientes con y sin cancer de ovario.

3. Identificar los cambios de metilacion en el gen MLH1 en pacientes con y sin cancer de

ovario positivo con MSI.

4. Analizar los niveles de expresion de la proteina MLH1 en pacientes con y sin cancer de

ovario con MSI.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS
El trabajo experimental se desarrollé en el Laboratorio de Patologia del Centro de Investigacion
y Docencia en Ciencias de la Salud (CIDOCS) de la Universidad Auténoma de Sinaloa y en el
Laboratorio de Genética y Cancer del Instituto de Genética Humana “Dr. Enrique Corona
Rivera” en el Centro Universitario de Ciencias de la Salud (CUCS) de la Universidad de
Guadalajara.
MATERIALES
Disefio de la investigacion
El disefio de la investigacion es de ciencia basica, de tipo observacional, comparativo,
transversal y retrospectivo.
Poblacion de estudio
Pacientes mexicanas mayores de 18 afios.
Pacientes diagnosticadas clinica e histopatologicamente con CO.
Pacientes sometidas a una histerectomia radical por una patologia no oncolégica.
Las muestras fueron recolectadas tras revisar el archivo clinico en el Instituto Sinaloense de
Cancerologia, de las cuales se recolectaron las biopsias embebidas en parafina del afio 2016
hasta el afio 2024.
Tamafio de muestra
Se obtuvieron 29 muestras con cancer y 28 muestras sin cancer procedentes de histerectomia
radical (HR) embebidas en parafina (FFPE) del Instituto Sinaloense de Cancerologia, del

periodo 2016 a 2024, que cumplieron los criterios de seleccion.
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Criterios de seleccion

Criterios de inclusion

Se seleccionaron dos grupos de estudio, el primero conformado por pacientes con diagnostico
positivo para cancer de ovario, el segundo grupo conformado por pacientes sin cancer
procedentes de histerectomia radical.

Criterio de exclusion

Pacientes con diagndstico de CO que hayan estado con tratamiento de quimioterapia.
Criterios de eliminacion

Muestras cuyo material genético se presente con concentracion insuficiente o con degradacion.
METODOS

Recoleccion de los datos

Las pacientes fueron examinadas por médicos ginec6logos expertos. La historia clinica de cada
paciente se obtuvo mediante la revision de archivo en el Instituto Sinaloense de Cancerologia
que incluye los siguientes parametros: edad, indice de masa corporal, estadio patologico y
antecedentes clinicos.

Clasificacion morfoldgica de los tumores

Las muestras fueron clasificadas por un médico patdlogo, quien evalud las caracteristicas
histopatoldgicas del tumor a través de la observacion de las muestras tefiidas con hematoxilina
y eosina (H&E). La predominancia de muestras con carcinoma epitelial permitié mantener un
grupo homogéneo de pacientes, por lo cual, para garantizar la homogeneidad en los resultados
del estudio, se decidi6 concentrar la investigacion en este tipo de cancer. Siendo el mas frecuente

dentro de la poblacion estudiada, lo que refuerza su seleccién como el mas predominante.
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Extraccion de ADN

El procesamiento de las muestras se llevo a cabo segln lo descrito por el manual del kit
“QIAamp DNA FFPE (Qiagen Cat No. /ID: 56404)”, que consiste en purificar ADN de las
secciones de tejido en parafina. EIl procedimiento se describe con detalle en el ANEXO 1.
Cuantificacion del ADN e integridad del ADN

La cuantificacion del ADN se realiz6 mediante el Multiskan SkyHigh de ThermoFisher
Scientific, un lector de microplacas, que cuenta con 96 pocillos dispuestos en filas y columnas
en la placa, lo que permite la cuantificacion de multiples muestras en una sola lectura. Mide
principalmente la absorbancia en longitudes de onda especificas para cuantificar material
genético. Al medir la absorbancia a 260 nm, el sistema cuantifica la concentracion de ADN en
la muestra. La absorbancia a 280 nm se utiliza para estimar la concentracion de proteinas.

El espectrofotdmetro calcula la relacion A260/A280 para evaluar la pureza del ADN, debido a
que proteinas pueden contaminar las muestras de acido nucleico. El calculo de la concentracion
y pureza se muestra en el ANEXO 2.

La integridad se observé en un gel de agarosa, que se describe con detalle en ANEXO 3.
Evaluacion de las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con cancer de ovario
La evaluacion de las caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con y sin CO se realiz6
mediante una revision retrospectiva de historias clinicas. Esta revision incluyo datos de
pacientes con diagndstico de céncer de ovario, asi como de aquellas que se sometieron a
histerectomia. Se recopilaron sistematicamente las caracteristicas relevantes como edad, tipo

histoldgico, grado del tumor, antecedentes familiares, IMC y procedencia para su analisis.
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Se cred una base de datos para organizar esta informacion en Microsoft Excel version 2410
(compilacién 18129.20158), donde se generaron tablas y graficas para representar visualmente
los hallazgos y facilitar el analisis.

La evaluacién e interpretacion histopatolégica fueron realizadas por un patélogo experimentado
que, desconocida los detalles clinicos, incluido el diagnostico de la paciente, con el fin de
eliminar cualquier sesgo en el analisis. El patélogo examind cuidadosamente las muestras de
tejido en las laminillas e identificd regiones con una alta concentracién de células cancerosas.

Una vez que se delinearon estas areas, se procedié con la extraccion de ADN.

Evaluacion de MSI en tejido tumoral con y sin cancer de ovario

PCR multiple

El andlisis de MSI se realiz6 mediante PCR multiplex utilizando un panel de cinco marcadores
(NR-21, NR-24, NR-27, BAT-25 y BAT-26). Estos marcadores se utilizan cominmente debido
a su alta tasa de sensibilidad y especificidad para detectar la inestabilidad. La amplificacion de
estas secuencias se llevo a cabo mediante PCR mudltiplex, que amplifica estas regiones de
microsatélites. Cada conjunto de cebador estd disefiado para amplificar una region de
microsatélites especifica y se utilizan marcados con fluorescencia para su deteccion. Se describe
a detalle en el ANEXO 4.

Secuenciacion para MSI

Los productos de PCR se sometieron a una reaccion de secuenciacion de Sanger, y se analizaron
mediante electroforesis capilar. Donde los fragmentos de ADN se separaron en funcion de
tamafio y un laser excita los marcadores fluorescentes. La fluorescencia que se emite es

detectada y se traduce en un electroferograma que representa la secuencia del fragmento.
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Los productos de la reaccion de secuenciador de Sanger se analizaron utilizando la plataforma
de Thermo Fisher ConnectTM Microsatellite Analysis CE Fragment Sizing que permite la
interpretacion precisa de los fragmentos de PCR. Esta plataforma emplea cebadores marcados
con fluorescencia para distinguir y medir la longitud de los productos de PCR, que permite la

deteccion de cambios alélicos que indican MSI.

Analisis de metilacién del gen MLH1

Conversién de ADN con bisulfito de sodio

La conversion de ADN con bisulfito de sodio se llevo a cabo segun lo descrito por el manual
del kit “EZ DNA Methylation-Gold de marca ZYMO Research”. Se utiliz6 18 pL de ADN a
una concentracién de 100 ng/ml que se encontraron disueltos en buffer TE. Se describen a
detalles las concentraciones en el ANEXO 5.

PCR especifica de metilacion

Se realiz6 MS-PCR con las muestras que fueron tratadas con bisulfito de sodio, se utilizaron
iniciadores especificos para poder reconocer el ADN metilado y ADN no metilado. En ANEXO
6 se incluyen concentraciones.

Electroforesis

Los productos de la MS-PCR se observaron en geles de 6% de poliacrilamida. Se llevo a cabo
mediante la tincién con nitrato de plata, que ayudo a visualizar los fragmentos. En el ANEXO
7, se describe a detalle el procedimiento.

Deteccion de la proteina MLH1 mediante inmunofluorescencia

Para el anélisis de la expresion de la proteina MLHL, se realizaron cortes de las muestras
embebidas en parafina, de 4 um de espesor, posteriormente se incubaron a 58°C durante al

menos 1 hora para la eliminacion de los residuos de parafina.
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Inicialmente, se rehidrat6 la muestra en 100% de etanol y posteriormente en 95% y 80% de
etanol durante 1 minuto para cada concentracion. Finalmente, se lavo con agua destilada. Se
procedid a sumergir las muestras en tincién de buffer de citrato a 95-100° C, se incubaron a
temperatura constante en bafio maria durante 20 minutos, se retiraron de la fuente de calor y se
dejaron a temperatura ambiente durante 20 minutos. Posteriormente, se realizaron lavados con
buffer de lavado (PBS1X-Tween20).

La incubacién se realiz6 durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario IgG de
conejo recombinante anti-MLH1 (Abcam, ab92312) en una dilucién 1:200. La dilucion se
prepard en un tampodn de bloqueo para garantizar la concentracion del anticuerpo primario.
Después de lavar el anticuerpo primario con PBS-Tween, se aplic6 un anticuerpo secundario de
burro anti-lIgG de conejo conjugado con Alexa 647 a una dilucion 1:800 (Abcam, ab150075),
durante 1 hora a temperatura ambiente protegido de la luz. Las muestras fueron montadas con
Fluoroshield con DAPI (4,6 diamidino-2-fenilindol [Sigma-Aldrich F6057]) como un medio de
contraste para tefiir los nucleos celulares.

El andlisis visual cualitativo, se realizd6 una vez que se adquirieron las imagenes de
inmunofluorescencia en el microscopio Leica TCS SP8. Su configuracion permite ajustar la
intensidad del laser y tiempo de exposicion para optimizar la calidad de la sefial. Una vez que
se adquirieron, se realizd el proceso de analisis con el software Leica LAS X. Fueron
seleccionadas cinco regiones de interés (ROIs) para calcular la media de fluorescencia en cada
muestra. Se observaron los nucleos tefiidos con DAPI de color azul. Se describe a detalle en

ANEXO 8.
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Andlisis estadistico

La recoleccidn de datos se organiz6 mediante una base de datos en software Microsoft Excel
version 2410, se definieron las variables cuantitativas, y se expresaron en términos de medias y
desviaciones estandar. Las variables cualitativas, se reportaron en porcentajes y frecuencias. Se
calcularon intervalos de confianza para cada medida, se determinaron las variables como
nominales dicotomicas: la metilacion en el gen MLHL1, y la expresion proteica de MLH1. El
analisis comparativo de los dos grupos se realizo con la prueba U de Mann-Whitney. El analisis

de la expresion de la proteina se realiz6 con GraphPad Prism 8.
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VIIl.  RESULTADOS
En el presente estudio se incluyeron un total de 57 bloques de tejido FFPE, de las cuales 29
(50.87%) muestras de tejido tumoral de pacientes mexicanas con CO y 28 (49.13%) muestras
de pacientes sin CO, procedentes de histerectomia radical. A partir de los datos obtenidos de las
historias clinicas de las pacientes, se realiz6 una base de datos que integra la informacion clinica

patoldgica: edad, IMC, estadio y procedencia de las pacientes.

Caracteristicas clinico-patoldgicas de pacientes con CO y sin CO

El promedio de la edad de pacientes con CO fue de 48 afios + 9.68. En cuanto al IMC, el
promedio fue de 26 kg £ 5.83. Referente a la estadificacion, el 59% de las pacientes presentaron
un diagnostico en estadio 111 (ver Cuadro 5). Respecto al grupo de pacientes sin cancer, solo se
recopild la edad de las pacientes. EI promedio de edad de las pacientes sin CO fue de 48 afios +

11.82 (ver Cuadro 6).

De acuerdo con las caracteristicas demogréficas de las 29 pacientes con CO, el 52% son
originarias de la ciudad de Culiacan, mientras que el 48% restante de pacientes se distribuyen
de diversas localidades de Sinaloa (Sinaloa de Leyva, Elota, EI Dorado, Los Mochis,
Badiraguato, Choix, Mazatlan y Guasave), con excepcion de las provenientes de las ciudades
de Hermosillo y Oaxaca. La distribucion geogréfica de las pacientes se muestra en la figura 9.

(ver Figura 9).
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Caracteristicas clinico-patolégicas de las pacientes con CO

Edad (afos) IMC (kg/m?) Estadificacion CA 125
Grupo n Categoria n Clasificacion n Valores
20-30 1 3% Peso bajo 2 7% I 6 20% >35 U/mL
31-40 9 32% Normal 11 38% I 2 7% 15 (52%)
41-50 11 38%  Sobrepeso 9 31% I 17 59%
51-60 7 24%  Obesidad 7 24% v 4 14% <35 U/mL
61-70 1 3% 14 (48%)

48 afios + 9.68 26 +5.83

Cuadro 5. Caracteristicas clinico-patoldgicas de las pacientes con CO.

Caracteristicas clinica-patologicas de

pacientes sim CO.

Edad(afios)

Grupo n %o
20-30 afios 1 4%
31-40 afios 5 17%
41-50 afios 10 36%
51-60 afios g 32%
61-70 afios 2 7%
71-80 afios 0 0%
81-90 afios 1 4%

48 afios
+11.82

Cuadro 6. Caracteristicas clinico-patologicas de pacientes sin CO.
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Figura 10. Origen de las pacientes con CO incluidos en este estudio. En color rojo se destaca la
ciudad de Culiacén, que ocupa el primer lugar en cuanto al origen de las pacientes, mientras que

en color amarillo representa la distribucion de las diferentes localidades de la republica.
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Concentracidn y calidad de la extraccién de ADN

Se realizo la extraccion de ADN de 57 muestras, 29 de ellas correspondian a casos de CO y las
28 muestras restantes pertenecen a muestras sin cancer, obtenidas por histerectomia. La figura
10 muestra las concentraciones de ADN en las muestras con CO y sin CO. El valor promedio
de concentracién fue de 32.36 ng/uL de las muestras con CO. La concentracion promedio fue
de 50.94 ng/uL para las muestras sin CO.

Integridad del ADN

Las muestras de ADN fueron cargadas en un gel de agarosa (ver Figuras 10, y 11) para realizar
una electroforesis durante 30 minutos a 120 V.

Como resultado, las muestras mostraron una calidad inferior a la esperada, se observo un patrén
degradado en ambos grupos. Esta situacion surge debido a que, cuando se trabaja con muestras
de tejido archivadas, como las embebidas en parafina, suelen estar sujetas a degradacién con el
tiempo, lo que afecta negativamente la calidad. A pesar de esto, se continud trabajando con las
muestras, debido a que la prueba de MSI ha demostrado en distintas investigaciones su
confiabilidad, incluso con ADN de baja calidad. Se considera una prueba noble en la
investigacion del cancer colorrectal y de endometrio, ya que se enfoca en fragmentos de ADN

relativamente cortos.
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Figura 11. Corrida electroforética en 1% agarosa del ADN extraido de muestras de CO.
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Andlisis de inestabilidad de microsatélites en muestras tumorales

Se analiz6 la MSI para los marcadores (NR-27, NR-21, NR-24, BAT- 25 y BAT-26) en 29
tejidos tumorales de pacientes con CO, solo 5 mostraron evidencia de MSI. Los
electroferogramas exhibieron caracteristicas distintas con las muestras normales. Como se

esperaba, las 28 muestras de tejido sin cancer, no mostraron ningan signo de MSI.

La Figura 14 representa un electroferograma para MSS de la muestra CO029, no se muestran
cambios en las posiciones de cada marcador, que se representan en patrones de picos.
Observamos que en el eje de las X, se representa el tamafio del fragmento, y en el eje de las Y
nos indica la intensidad de fluorescencia del fragmento que se detecto.

El tamafio de cada pico se mide en pares de bases (pb), los marcadores estables mostraran un
pico en el tamafio esperado (ver Figura 12). Los marcadores inestables mostraran dos picos, que
se desplazaron a un mayor o menor tamafo, lo que indica MSI. Para el primer marcador NR-
27, un resultado estable, tiene un pico uno a 83 pb. En el marcador NR-21, un resultado estable
esa 111 pb. En el marcador NR-24, tiene un pico a 127 pb. En el marcador BAT-25, se presenta

152 pb, y para el marcador BAT-26, un pico estable es a 180 pb.
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Figura 13. Electroferograma para MSS, muestra CO029.

Los fragmentos se encontraron dentro del rango esperado.
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El electroferograma de la muestra CO003 (ver Figura 13) presentd inestabilidad para el
marcador BAT-25. En la imagen se muestra que el pico de BAT-25 aparece en una posicién
diferente a la de la muestra normal, hay un desplazamiento hacia la izquierda, lo que provoca

un cambio en el tamafio del fragmento. Este hallazgo sugiere que esta muestra presentd MSI-L.
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Figura 14. Electroferograma para MSI-L, muestra CO003.
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El electroferograma de la muestra CO008, presentd inestabilidad para los marcadores NR-21 y
NR-24 (ver Figura 14). El pico de NR-21 en tejido normal se observa a 111 pb, pero observamos
que el segundo pico se encuentra a 102 pb, lo que indica especificamente la delecion de la
longitud de esa region de microsatélite. EI pico del marcador NR-24 se encuentra en 127 pb y
el segundo pico en 119 pb, también indica una pérdida en la longitud de este marcador. Este

hallazgo sugiere que esta muestra presenté MSI-H.
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Figura 15. Electroferograma para MSI-H, muestra CO008.
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El electroferograma 3, de la muestra CO016 present6 inestabilidad para los marcadores NR-21,
NR-24 y BAT-25. (ver Figura 15). EI NR-21 presento un tamafio de 100 pb. EI NR-24 presentd
un tamafo de 118 pb. EI marcador BAT-25 present6 un tamafio de 142 pb, todos presentaron
un desplazamiento hacia la izquierda, indicando una pérdida de longitud en cada marcador. Este
hallazgo indica que esta muestra presentd MSI-H.
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Figura 16. Electroferograma para MSI-H, muestra CO016.
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El electroferograma para la muestra CO017, la cual presentd inestabilidad para los cinco
marcadores (ver Figura 16). NR-27 presentd un tamafio de 79 pb. NR-21, su tamafio fue de 106
pb. ElI marcador NR-24 present6 un tamafio de 120 pb. BAT-25 present6 un tamafio de 142 pb
y el marcador BAT-27 un tamario de 175 pb. Todos presentaron un desplazamiento hacia la

izquierda, lo que describe una delecién en la longitud de cada marcador. Esta prueba presentd

MSI-H.
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Figura 17. Electroferograma para MSI-H, muestra CO017.
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De los 29 tejidos tumorales, el 10% (3 muestras) presentaron MSI-H y el 7% MSI-L (2
muestras). La frecuencia general de MSI en nuestro andlisis fue del 17% (ver Figura 17). En la
actualidad se han descrito distintas neoplasias malignas y esta presente entre el 10 y 15% de los
casos de cancer colorrectal, de endometrio y gastricos.

De las pacientes MSI-H, las tres pacientes eran menores de 50 afios, las otras dos pacientes con
MSI-L eran mayores de 50 afios. EI 7% (2 muestras) de MSI-L no tenia antecedentes
oncolodgicos familiares, solo el 3% de MSI-H (1 muestra) presentd antecedentes oncoldgicos
familiares.

MSI-H (inestabilidad de microsatélites alta); MSI-L (inestabilidad de microsatélites baja) y
MSS (estabilidad de microsatélites).

Las cinco muestras que presentaron MSI fueron identificadas con sus respectivos marcadores
(ver Figura 18). Se observé con mayor frecuencia la inestabilidad en los marcadores NR-21 'y

NR-24, en los que se detecto inestabilidad en el 14% para cada uno de estos marcadores.
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Figura 18. Porcentaje de MSI en tejido tumoral de pacientes con CO.

Muestra NR27 NR21 NR24 BAT25 BAT26

CO003 X

CO008 X X

CO016 X X X

CO017 X X X X X
C0O022 X

Figura 19. Estado de los marcadores para las 5 muestras con MSI de tejido tumoral de pacientes

con CO.

Con X representa el marcador que se encuentra inestable.
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Analisis de metilacién del gen MLH1 mediante MS-PCR

La frecuencia de metilacién del presente estudio se categoriz6 en tres grupos: metilada, no
metilada, no amplifico (ver Figura 19). El 3% de las muestras tumorales se clasificaron como
metiladas. EI 7% se clasifico como no metilada. Y el 7% de las muestras se consideraron no
amplificadas.

Los resultados se presentan en el gel del 2% de agarosa (ver Figura 20) Se muestran los
productos de amplificacion. En los primeros cinco carriles se muestran los resultados de las
muestras tumorales que presentaron MSI. Se observd la amplificacién de una banda en la regién
metilada del gen MLH1 en la muestra CO016, segun los patrones electroforéticos en el gel,
mientras que no se observa amplificacidn en ninguna region en las muestras CO008 y CO017.
La amplificacion en la region no metilada se present6 en las muestras CO003 y CO022. Ademas,
se amplificaron cinco muestras de pacientes sin CO, de las cuales presentaron no metilacion

(CTRL1-5).
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“ No amplifico

m No metilada

Figura 20. Porcentaje de metilacion de tejido tumoral en pacientes con CO.
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Figura 21. Gel de agarosa al 2% que muestra el anélisis de metilacion del gen MLH1.

El blanco y el control metilado y no metilado.

La muestra CO016 que presentd metilacion en MLH1, es MSI-H para tres marcadores NR-21,

NR-24 y BAT-25, no tenia antecedentes oncolégicos familiares, y su reporte de estatificacion

fue IA.
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Expresion de la proteina MLHL1 in situ

Se cuantificé la expresion de la proteina MLH1 en un total de diez muestras, distribuidas en dos
grupos: cinco muestras con MSI, y cinco muestras sin CO. La cuantificacién de la expresion se
llevo a cabo mediante la medicion de la intensidad de fluorescencia (IMF) en ambas series de
muestras y se compararon los resultados entre el grupo de pacientes con y sin CO (ver Figura
21).

En el grupo A, correspondiente a pacientes con CO, se obtuvieron dos imagenes: una con la
tincion de DAPI, que resalta los nucleos celulares en un vibrante color azul. La intensidad
permite observar claramente la morfologia y distribucion de las células dentro de la muestra con
CO. En la otra imagen, se resalta la expresion de la proteina MLH1, donde se visualiza con una
fuerte sefial roja, permitiendo observar la localizacion y distribucion de la proteina en las células
de la muestra. El grupo B, corresponde a pacientes sin CO.

Estas imagenes fueron fusionadas para realizar un analisis conjunto. Los nucleos celulares
teflidos de azul se superponen con la sefial de la proteina MLH1, lo que permite visualizar como
se distribuye la proteina en relacion con los nicleos celulares. Esta visualizacion combinada es
crucial para identificar si existe alguna alteracion en la localizacion nuclear o en la intensidad
de la expresion de MLHL1.

Al comparar la intensidad de fluorescencia entre ambos grupos, no se encontrd una diferencia
significativa (p > 0.05) en los niveles de expresion de la proteina MLH1 entre las muestras de
pacientes con MSI y las muestras sin cancer (ver Figura 22). Esto sugiere que la expresion de

MLHZ1, no presenta alteraciones detectables asociadas a la presencia o ausencia de CO.
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DAPI MLHI Merge

Figura 22. Fluorescencia relativa de MLH1 en tejido de cancer de ovario (A) e histerectomia

radical (B).

La barra de escala representa longitud de 50 pum.
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Figura 23. Fluorescencia relativa de la proteina MLHL1.

Se comparo la intensidad de fluorescencia de los grupos con y sin CO utilizando la prueba de U
Man Whitney sin presentarse diferencias significativas entre los grupos (p=0.690). Las barras

representan el valor medio * desviacién.
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IX. DISCUSION

El CO es una enfermedad dificil de diagnosticar debido a la falta de sintomas especificos,
muchos de los signos se logran identificar en etapas avanzadas, debido a que no existen pruebas
de deteccidn de rutina efectiva para su deteccion en estadio temprano. La etiologia de CO se
desconoce, pero se describe como un factor de riesgo la edad, datos publicados por
Momenimovahed en 2019 describieron que la edad media de diagndstico es de 50 a 79 afios
(69).

Datos del Instituto Nacional del Cancer afirman que alrededor del 88% de los casos se
diagnostican después de los 45 afios, lo que concuerdan con nuestros resultados, donde la
mayoria de los casos con CO se diagnosticaron entre 41 y 50 afios, representando el 38%. El
promedio de edad fue de 48 afios (19).

La mayor incidencia de CO en mujeres mayores de 45 afios es el resultado de diversos factores
hormonales, genéticos, antecedentes reproductivos e influencias en estilo de vida. Alrededor de
los 50 afos. Las mujeres se acercan a la menopausia, una etapa importante que se experimentan
cambios hormonales, en particular en niveles de estrogeno y progesterona. Ademas de estos
cambios, el envejecimiento contribuye a la acumulacion mutaciones genéticas como
consecuencia natural del envejecimiento, ademas los mecanismos de reparacion del cuerpo se
vuelven menos eficientes. La exposicion a contaminantes ambientales a lo largo del tiempo,
como productos quimicos industriales, también pueden contribuir al CO. La interaccion de estos

elementos aumenta la susceptibilidad de las mujeres de este grupo de edad (70).
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Es preocupante que el segundo grupo de edad mas representativo en nuestro estudio esté
conformado por mujeres mas jovenes, con un rango de edad de 31 a 40 afios, lo que representa
el 32% de los casos. Este hallazgo sugiere un cambio en la epidemiologia de la enfermedad,
tradicionalmente se asocia con mujeres de mayor edad. Esto indica que el CO estd mostrando
una tendencia hacia mayor agresividad y sugiere que los factores que afectan a mujeres jovenes
estan incrementando el riesgo de padecer esta enfermedad a edades mas tempranas (71).

Curiosamente, se encontrd que las pacientes sin CO tenian una distribucion de edad similar a
las que si lo tenian. La edad promedio fue de 48 afios en concreto, el 36% de las pacientes sin
CO se encontro6 dentro del mismo rango de edad que va de 41 a 50 afios. Esto resulta relevante,
ya que la edad no es el Unico factor determinante en el desarrollo de esta enfermedad, es posible
que otros factores como los habitos de vida, factores genéticos, condiciones hormonales o
factores ambientales, estén contribuyendo igualmente al riesgo de CO, independientemente de
la edad. Ademas, esto sugiere la necesidad de estudiar con mayor profundidad los factores no

relacionados con la edad que podrian influir en el desarrollo de CO (72).

Segun la OMS, la clasificacion de CO se subdivide en sus caracteristicas histoldgicas: epitelial,
de células germinales y estroma. EI c&ncer epitelial es el mas comln y agresivo, representa el
90% de las neoplasias malignas de ovario, que se caracteriza por una variedad de subtipos
histol6gicos como carcinoma seroso, endometroide y de células claras. Los tumores de células
germinales representan el 5%, y los tumores del estroma representan el 5%; todos se subdividen
(70). En nuestro estudio, los tumores epiteliales se observaron en mayor incidencia,
representando el 100%, la subclasificacion que predomind fue el subtipo seroso con un 83%, de
células transicionales el 8%, de células claras el 3%, mucinosos el 3% y de tipo endometrioide

el 3%.
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En el estudio de Latham et al, en 2019 describieron que el subtipo seroso es la forma mas comun
y agresiva de cancer de ovario epitelial, y se asocian al sindrome de Lynch; representan MSI.
Ademas, es de gran interés clinico, ya que sugiere que pueden responder mejor a cierto
tratamiento, que pueden ser eficaces con alta MSI (73).

MSI

Umar et al, en 1994, informaron por primera vez la frecuencia de MSI en cancer colorrectal,
identificandola en el 90% de los casos. Inicialmente, la MSI estaba estrechamente asociada solo
a cancer colorrectal (74). Sin embargo, la investigacion ha revelado que MSI esta presente en
una variedad de otras neoplasias, como en cancer de endometrio. En 1997 Lynch et al.
identificaron que la MSI se asociaba alrededor del 25 al 30% de los casos de endometrio (74).
Al Mulla et al, en 2002, informaron que la MSI en cancer de ovario oscilaba entre el 10 y el
20% de los casos en poblacion britanica (46). Los datos de nuestro estudio coindicen con los
hallazgos previos, ya que se observd que el 17% de los casos presentaron MSI, identificandose
en 5 de los casos analizados. Este hallazgo sugiere que la presencia de MSI podria ser un factor
relevante en la tumorigénesis de CO, lo cual abre la puerta a futuras investigaciones que
exploren el papel de MSI en este tipo de céncer, a pesar de que se ha asociado con mayor
frecuencia en otros tipos de cancer como colorrectal y de endometrio. La presencia de MSI en
el 17% de los casos sugiere que podria haber alteraciones en el sistema MMR, lo que explicaria
la acumulacién de mutaciones en estas células tumorales. No obstante, no todos los casos de CO
presentan MSI, indicando que existen otros mecanismos bioldgicos involucrados en su
desarrollo que no estan necesariamente relacionados con la deficiencia del sistema MMR,

resaltando la complejidad molecular del CO (72).
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En 2014 Kloor et al. describié en la poblacién americana la frecuencia de MSI-H con CO de
alrededor del 2 al 5% de los casos; asociado a sindrome de Lynch, el subtipo endometroide
exhibio la prevalencia mas alta (75). Esta frecuencia de MSI-H coincide con nuestro reporte, ya
que el 10% tenia MSI-H y el 7% tenia MSI-L. El resto de las 24 muestras presentaron MSS,
representando el 93%.

En las 28 muestras sin CO se observo estabilidad de microsatélites (MSS) lo que indica el
funcionamiento eficiente del sistema MMR, que actla previniendo activamente los errores de
replicacion en las regiones de los microsatélites, asegurando la integridad genémica. La
presencia de MSS en estas muestras sirve como marcador de estabilidad gendmica, que es
importante para la prevencion del cancer. Por el contrario, las células malignas, desarrollan
defectos en estos sistemas, 1o que conduce la MSI (76).

Datos de Kobayashi et al. en el 2007 informaron una frecuencia de 15% de cancer de ovario
con una deficiencia de MMR, y el 68% para cancer endometrial, hay pocos estudios que
analizan y describen datos de MSI en céncer de ovario En general, se informaron tasas mas
altas de MSI para endometrio en comparacién con cancer de ovario (72). Ademas, reporta que
la mayoria de los canceres con MSI se dan esporadicamente, alrededor del 16% son el
resultado de una mutacién en uno de los genes MMR (72).

La MSI en cancer colorrectal se establecié como marcador prondéstico en el 2008, en el estudio
de Boland et al. en el contexto del sindrome de Lynch, la MSI-H en CCR se asocia con un buen
pronostico, que brinda mejores resultados después de cirugia de los pacientes. Brindando una
mejor tasa de supervivencia. En CO se necesitan estudios mas exhaustivos para comprender su
papel, describir la evaluacion de como afecta la MSI al prondstico (77).

Tras analizar la inestabilidad de los marcadores por separado, observamos que la inestabilidad

mayor observada se encuentra en los marcadores NR-21 y NR-24 con una frecuencia del 14%,
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el 7% para el marcador BAT-25y el 3% para los marcadores NR-27 y BAT-26.

El estudio de Kohmann et al. en 2011 coincide con los dos marcadores predominantes, ya que
describié que NR-21 y NR-24 se encontraban mas inestables en comparacion con BAT-25 y
BAT-26. Ademas, estos dos marcadores podrian ser marcadores confiables para detectar MSI
en cancer de ovario, pero se necesitan mas investigaciones para comprender el papel de NR21
y NR-24 en CO, y su posible uso en paneles de muestras para MSI (78).

En el afio 2002, en el estudio de Kim et al. encontré inestabilidad para BAT-25 en el 15 al 20%
de los casos de cancer gastrico Describieron que el cancer gastrico con MSI.H se asociaba a
mejor prondstico y la inestabilidad de BAT.25 se podria usar como evaluacion prondstica, sin
embargo, describen que son cruciales mas estudios para mejorar los resultados de pacientes (79).
Otro hallazgo que describe la inestabilidad para los marcadores NR-21 y NR-24, es el estudio
de Esmailnia et al. en Irdn, 2017 revelaron que estos marcadores obtuvieron mayor inestabilidad
en un 45% de pacientes con cancer colorrectal. Destacaron que son marcadores méas sensibles
para detectar MSI en céncer colorrectal y podrian ofrecer un valor prondstico; ademas

destacaron la necesidad de continuar con la investigacion en estos marcadores (80).

La MSI ha surgido como un marcador en cancer colorrectal, de endometrio y gastrico, donde se
asocia con deficiencia de MMR. En el contexto de CO, la MSI sigue siendo un biomarcador
poco caracterizado, se resalta la importancia de estudios mas amplios para establecer un
panorama mas claro de MSI en CO en diversos grupos de pacientes. Ademas, el comprender
qué marcadores son mas sensibles y especificos para MSI en CO es esencial para la evaluacion

de su prondstico.
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Metilacién del gen MLH1

La metilacién juega un papel importante en la tumorigénesis, promoviendo la iniciacién y el
desarrollo de cancer. De acuerdo con Yunxia et al. en 2017, la frecuencia de metilacion del gen
MLH1 es del 20% en cancer colorrectal (CCR) con MSI. Sin embargo, distintos estudios han
reportado un rango de metilacion para CCR del 5.2% al 50% (81).

En otra investigacion, Evrard et al. en el 2023, describieron que el fenotipo tumoral deficiente
del sistema MMR se relaciona con la pérdida de una o mas proteinas implicadas en este sistema,
principalmente en la mayoria de los casos, la hipermetilacion del promotor del gen MLH1 en
cancer colorrectal (82).

En el presente estudio se mostrd una frecuencia de metilacion de MLH1 del 3%, el 7% no
presentd metilacion. Otro 7% no presentd amplificacion, y constituye el primer reporte en
pacientes mexicanas con CO. Ravindran et al. describen que las mutaciones en los genes de
MMR especialmente MLH1, MSH2 y MSHS6, son relativamente raras en CO, y representan el
1 al 2% de los casos (31).

Correa et al. describe que inactivacion del gen MLH1 se asocia predominantemente en CCR y

de endometrio (83).

Expresion de MLH1

La expresion de la proteina MLH1 fue analizada mediante inmunofluorescencia. La proteina
MLH1 es crucial para el mantenimiento de estabilidad genémica.

En un estudio realizado en Alemania, Yunxia et al. en 2017, reportaron que las células
cancerosas presentaron una mayor expresion de la proteina MLH1, en comparacion con las

células epiteliales bronquiales normales.
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En el contexto de cancer colorrectal primario, se observo que el 54% de casos presentaron
sobreexpresion de MLH1, lo que sugiere una alteracion en la regulacion de este marcador en
tumores que muestran MSI alta (81).

En contraste, los resultados de nuestro estudio revelaron que la expresion de la proteina MLH1
en muestras de CO no mostré una sobreexpresion significativa en comparacion con el grupo
control. Las muestras con CO mostraron una expresion normal de MLHZ1, lo que podria indicar
que, a diferencia de lo reportado de otros tipos de cancer como cancer colorrectal y el pulmonar,
la regulacion de la proteina MLH1 en CO no se alteré de forma evidente en las muestras
analizadas.

Es importante destacar que la falta de una diferencia significativa en nuestra investigacion no
descarta el rol de MLH1 en CO, si no que podria indicar la necesidad de realizar més estudios
con un tamafio de muestra mayor que puedan proporcionar mas informacién precisa sobre la

regulacion de esta proteina en el contexto de CO.
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Fortalezas
1. Contribucidn del primer reporte de la frecuencia de MSI de CO en México.

2. Lainvestigacion enfocadaen MLH1y la expresion de su proteina contribuye a una mejor

comprension de las alteraciones moleculares de tumorigénesis en CO.

3. Proporciona datos para futuras investigaciones, ya gque sirve como punto de partida sobre

la expresién de MLH1 y MSI en CO, particularmente en poblacién mexicana.
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Limitaciones

1. Una limitacion importante del estudio es el nimero limitado de muestras de CO, que se
debe principalmente al bajo nimero de diagndsticos en la regién o a la ausencia de un

registro establecido.

2. La informacién incompleta en el historial clinico, como antecedentes médicos del
paciente, edad, medidas antropométricas o informacion relevante, o solo la evolucion de

la enfermedad.

3. La baja cantidad o degradacion de material genético que se extrajo del tejido embebido

en parafina.
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Perspectivas del estudio

1. Amplificacion del tamafio de la muestra reclutando mas pacientes de multiples centros

0 regiones.
2. Analizar la metilacion de genes faltantes en el sistema MMR (MSH2, MSH6 y PMS2).

3. Evaluar la expresion proteica de los genes MMR.
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X. CONCLUSIONES
El presente estudio representa el primer reporte sobre la frecuencia de inestabilidad de
microsatélites y la metilacion del gen MLH1 en pacientes mexicanas con CO, ofreciendo datos
de referencia importantes que pueden guiar investigaciones futuras en la poblacion mexicana.
Nuestros hallazgos son importantes porque representan un paso fundamental en la comprension

de las bases moleculares de CO en México.

Los resultados del analisis de MSI revelaron la prevalencia de MSI del 17%, con marcadores
NR-21 y NR-24 mostrando la frecuencia mas alta de inestabilidad, afectando el 14% de los
casos, lo que sugiere un papel significativo en la via de MMR en tumorigénesis.

El tipo histolégico més frecuente fue el cancer ovérico epitelial, lo que se alinea con la
epidemiologia de CO. Curiosamente, nuestro estudio encontr6 que las pacientes con MSI, eran
en promedio mayor a 45 afos. Por el contrario, las pacientes sin CO no mostraron ningun signo

de MSI, lo que refuerza la especificidad del panel de MSI como biomarcador de CO.

Si bien este estudio es una base importante, también se destaca la necesidad de que futuras

investigaciones amplien estos hallazgos, para comprender como la MSI afecta la progresion del

CO y su potencial como marcador pronostico.
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XIl.  ANEXOS

ANEXO 1. Extraccion de ADN de tejido por medio del kit “QlAamp DNA FFPE”

Fundamento:

La extraccion de ADN es un procedimiento que consiste en purificar el ADN mediante métodos

quimicos y fisicos a partir de una muestra de ADN, debe ser puro, libre de proteinas y de otros

componentes celulares. Para la extraccion se utilizan Kits disponibles comercialmente y también

métodos manuales (84).

Reactivos Materiales Equipo

Soluciones del kit “QlAamp | Micropipetas Centrifuga

DNA FFPE”. Tubos eppendorf de 2 mL Vortex

Etanol Bisturi Incubadora

Xilol Pipetas Bafio maria con termostato

digital

Procedimiento:

1. Se realizaron los cortes del bloque de la muestra, con un microtomo de 8 secciones de

10 um de grosor de tejido FFPE utilizando el kit de tejido QlAamp DNA FFPE (Qiagen

Cat No/ID: 56404).

2. Posicionar inmediatamente las secciones en un tubo de microcentrifuga de 2 mL

posteriormente se debe agregar 1 mL de xileno a la muestra. Se debe cerrar la tapa y

agitar vigorosamente durante 10 segundos.

3. Se procede a centrifugar a 14,000 rpm durante aproximadamente 3 minutos a

temperatura ambiente (15°C - 25°C). Retirar el sobrenadante y se conserva el pellet.
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. Agregar 1 mL de etanol (96-100%) al sedimento y se debe mezclar utilizando vortex

durante 5 segundos aproximadamente. Se deben realizar dos lavados.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 3 minutos a temperatura ambiente (15°C - 25°C). Se

procede a retira el sobrenadante y se conserva el pellet.

Posteriormente resuspender el sedimento en 180 uL de buffer ATL. Agregar 20 pL de
proteinasa K y agitar en el vortex. Se procede a incubar a 56°C por 1 hora, después se
incuba 1 hora mas a a 90°C. Agitar en vortex eventualmente durante la incubacion para
dispersar la muestra. Cuando culmine el tiempo de incubacidn, se deja a temperatura

ambiente durante 10 minutos.

. Agregar 200 pL de buffer AL a la muestra, posteriormente mezclar por vortex durante

15 segundos e incubar a 70°C durante 10 min.

Después se agrega 200 L de etanol (96-100%) a la muestra y mezclar por vortex durante

15 segundos.

Con cuidado se debe aplicar la mezcla del paso anterior (incluido el precipitado) a la
columna de centrifugacion n QlAamp Mini (tubo de recoleccidn de 2 mL) sin humedecer
el borde. Se procede a cerrar la tapa y se centrifuga a 6,000 x g (8,000 rpm) durante 1
minuto. Se coloca la columna de centrifugacién QlAampMini en un tubo de recoleccion
limpio, desechar el tubo que contiene el filtrado. Se debe agregar todo el precipiado a la
columna de centrifugacion. Si la solucién no paso totalmente a traves de la membrana,

se debe centrifugar nuevamente a una mayor velocidad hasta que toda la solucion pase.
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10.

11.

12.

13.

Destapar con cuidado la columna de centrifugacion QlAamp Mini y agregar 500 pL de
buffer AW1 sin humedecer el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a 6,000 x g (8,000 rpm)
durante 1 minuto. Situar la columna de centrifugacion QIAampMini en un tubo de

recoleccion limpio y desechar el tubo que tiene el filtrado.

Destapar con cuidado la columna de centrifugacion QIAamp Mini y agregar 500 pL de
buffer AW2 sin humedecer el borde. Cerrar la tapa y centrifugar a maxima velocidad
(20,000 x g; 14,000 rpm) durante aproximadamente 3 minutos. Desechar el filtrado y

volver a centrifugar durante 1 minutos a 14,000 rpm.

Situar la columna de centrifugacion QlAampMini en un tubo limpio de microcentrifuga
de 1.5 0 2 mL y desechar el tubo de recoleccion que contiene el filtrado. Abrir con
cuidado la columna de centrifugacion QlAamp Mini y agregar 45 pL de buffer AE, sin
humedecer el borde. Incubar a temperatura ambiente aproximadamente durante 1 minuto

y centrifugar a 6,000 x g (8,000 rpm) durante 1 minuto.

Agregar nuevamente 45 L de buffer AE sin humedecer el borde. Incubar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 5 minutos, después centrifugar a 6,000 x g (8,000

rpm) durante 1 minuto.
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ANEXO 2. Cuantificacion de ADN por espectrofotometria

Fundamento:

Uno de los métodos mas utilizados para determinar la pureza del ADN es mediante absorbancia
a 260 nm. La relacién de absorbancia determina la calidad del ADN y la presencia de
contaminantes en las muestras, durante el proceso de extraccion de ADN (85). La lectura se
realiza a 260 nmy 280 nm, el ADN absorbe la luz con mayor fuerza y el nimero que se produce
estima la concentracion de la solucion. Se acepta una proporcion de 1.8 como “pura” para el

ADN. Si la proporcion es mas baja indica la presencia de contaminantes (86).

Reactivos Materiales Equipo
Muestra de ADN Pipetas Espectrofotometro lector de
Agua inyectable Puntillas microplacas Multiskan
Vortex SkyHigh con pantalla tactil y
placa MDop Duo

Procedimiento
1. Se procede a incubar a 65°C durante una hora previo a la cuantificacion.
2. Homogeneizar la muestra y dar pulso de centrifugado sin pasar de 3,000 rpm.
3. Encender el espectrofotometro y elegir el programa de acidos nucleicos de doble cadena.

4. En la microplaca se coloca 1 puL de ADN en cada pocillo de manera duplicada, la placa

cuenta con 8 filas, para la lectura del blanco se coloca 1 uL de agua estéril.
5. Se registran los datos obtenidos en los rangos de la densidad dptica a 260 nm.

6. Posteriormente las alicuotas se almacenan a una temperatura de - 20°C hasta su uso.
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Anexo 3. Integridad de ADN mediante electroforesis de agarosa.

La electroforesis describe el desplazamiento de moléculas cargadas mediante campo eléctrico,

siendo el movimiento de una molécula de ADN inversamente proporcional a su peso molecular.

En gel de agarosa se utiliza de manera usual para el analisis del ADN (85).

SYBR® Gold

Marcador de peso molecular

Reactivos Materiales Equipo

Muestra de ADN Pipetas Thermo Scientific™
Agarosa 1% Puntillas electroforesis en mini gel
Buffer Tris-Borate-Edta 1X | Microtubos Owl™ EasyCast ™ B2

Balanza analitica
Papel Parafilm
Peine de plastico
Liga

Gradilla

Transiluminador en gel
Fuente de poder

Microondas

Procedimiento:

1. Colocar el molde para hacer los geles en la camara, y cerrar los extremos con ayuda de

la liga para que no derrame la agarosa.

2. En un vaso precipitado de 200 ml para preparar la solucion, afiadir 100 ml de TBE 1x

mas 1 gr de agarosa, revolver la mezcla para diluir los grumos de agarosa.

3. Calentar la mezcla en microondas durante 45 segundos hasta disolver la agarosa.

4. Verter lamezclaen lacamara del gel, y se coloca el peine y se deja secar unos 15 minutos

aproximadamente.
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Una vez que el gel este solidificado se retira el peine con cuidado, y se aloja el gel en la
camara. Se llena la camara de electroforesis con tampon de electroforesis, asegurandose

que el gel quede completamente cubierto.

En papel Parafilm se coloca 2 pL de agente intercalante, se le afiade 5 pL. de ADN y 1

uL de SYBR Gold, con ayuda de la pipeta se mezcla durante unos segundos.

Cargar las muestras dentro de los pocillos del gel y se procede a colocar la cubierta de
la electroforesis en cada terminal de los electrodos (Es importante insertar correctamente
los electrodos, el cable negro en la entrada de la fuente de corriente (entrada negra), la

clavija del cable rojo en la entrada de color rojo de la fuente).
Configurar la fuente de corriente a 120 voltios durante 45 minutos.

Una vez que la electroforesis finalice, apagar la fuente de corriente, se desconectan los

electrodos y sacar la cubierta.

10. Situar el gel en el transiluminador.
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Anexo 4. Determinacion de inestabilidad de microsatélites

Fundamento:

Se han desarrollado diversas perspectivas para la deteccion de MSI en cancer, ya que se ha

detectado en diversos tipos de cancer como el colorrectal, de endometrio y el gastrico. La MSI

proporciona informacién sobre el grado de sensibilidad y especificidad (78).

Se han planteado diversos marcadores de microsatélites para su deteccién, este método es el

estandar de oro que se basa en la amplificacién de marcadores de microsatélites con métodos

basados en PCR (44). Se desarrollé un panel pentaplex con cinco marcadores de repeticion de

mononucledtidos (BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24 y NR-27) es mas especifico (87).

GeneScan 500 LIZ Dye

Size Standard

Micropipetas

Reactivos Materiales Equipo
Type-it®  Microsatellite Muestras de ADN Microcentrifuga de
PCR Marca Qiagen Puntillas para microplacas
Master Mix micropipetas Sistema de analizador
Q-Solution Tubos eppendorfde 0.2 ml genético SegStudio ™ con
Formamida y1.5ml SmartStart
Marcador de fragmentos Gradillas Vortex

Termociclador

VeritiPro™ 96-well

Procedimiento:

1. Se rotulan los tubos eppendorf 0.2 ml de acuerdo con el nimero de muestras que se

procesaran.
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2. Se realiza el mix de iniciadores para PCR multiplex de acuerdo con la siguiente tabla:

Componente Cantidad
Type-it MSI PCR Master Mix 6.25 pL
Mix de iniciadores 1.25 yL
H20 1.50 pL
Q-solution 2.5 uL
ADN 2.0 L
Total 11,501 pL

3. Secoloca 11.5 pl del mix anterior a cada tubo de 1.5 mL y se coloca en el termociclador

(40 ciclos) a las siguientes condiciones:

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95°C 5 min
Desnaturalizacion 95°C 30 seg
Alineacion 58 °C 90 seg
Extension 72°C 30 seg
Extension final 60°C 30 min
Conservacion 4°C Indefinido

4. Sacar los tubos del termociclador.
5. Preparar un mix de la reaccion con 8.43 uL de formamida, y 0.07 pL GeneScan 500 L.iz.

6. Colocar 8.5 uL del mix anterior, en cada pocillo de la placa de 96 pocillos.
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10.

Se procede a sacar los tubos del termociclador y se le afiade 2 pL del producto

amplificado al pocillo proporcionado.

Dar un spin en la centrifuga de microplacas durante unos segundos, y colocar la placa

por 5 minutos a una temperatura de 96°C.
Se realiza el choque térmico colocando la placa en hielo por 5 minutos.

Finalmente se realiza la corrida de muestras en el secuenciador.
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ANEXO 5. Conversion de bisulfito al ADN

Fundamento:

La metilacién del ADN es un proceso epigenético que participa en el control de la expresion de
genes, participa en distintos procesos bioldgicos como en el desarrollo embrionario,
diferenciacion celular y la proliferacion. Para determinar el estado de metilacion del ADN se
necesita de un método preciso y eficiente. La secuenciacion con bisulfito proporciona un
enfoque cuantitativo y cualitativo para la deteccion de metilacion del ADN (83).

Esta técnica consta de tres principales pasos:
1. Sulfonacién: Se afiade el grupo bisulfito en el doble enlace 5-6 de la citocina no metilada.

2. Desanimacion: Se elimina el grupo amino de las citocina-bisulfito, dando como

resultado uracilo-bisulfito.
3. Desulfonacion: Se elimina el grupo sulfonato para dar procedencia a un uracilo.

Posteriormente se amplificara el ADN por PCR, los uracilos se convierten en timina, en

tanto las citosinas metiladas contindan siento citosinas (57).

Reactivos Materiales Equipo
Kit EZ DNA Methylation- | Gradillas Vortex
Gold de marca ZYMO Tubos eppendorf 0.2 ul
Research

Pipetas
Agua inyectable

Puntillas
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Procedimiento:

1. Se procede a sacar las muestras de ADN, que se convertirdn a una concentracion de
1,500 ng/uL en un volumen de 20 pL afadiendo 15 uL de muestra y 5 uL de agua

inyectable en un tubo de PCR de 0.2 mL.

2. Llevar los controles de metilacion a una concentracion de 250 ng/uL en un volumen de
20 pL afadiendo 2 L de control metilado en un tubo de PCR estéril, y 2 pL de control
no metilado a otro tubo de PCR de 0.2 mL y agregar 18 uL de agua inyectable a cada

tubo.

3. Preparar el reactivo de conversién (CT) agregando directamente 900 pL de agua
inyectable al tubo, posteriormente se agrega 300 pL de buffer de dilucion y 50 pL de

buffer disolvente. Se procede agitar en vortex durante 10 minutos.

4. Agregar 130 pL de conversion (CT) directamente a cada tubo de ADN y a los controles

previamente preparados, resuspender la solucién.

5. Se colocan los tubos en la placa del termociclador con las siguientes condiciones:

98°C 10 minutos
64°C 02:30 horas
4°C 00
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Sacar del kit las columnas y colocarlas en los tubos de recoleccion con el nimero de
muestras a procesar, agregar 600 uL de buffer de union. Agregar los productos de PCR
en las columnas correspondientes, mezclar los tubos por inversion.

Centrifugar los tubos a 12,000 rpm durante 30 segundos. Desechar el liquido del tubo
colector y volver a colocar la columna del tubo.

Agregar 100 pL de buffer de lavado a la columna y centrifugar por 30 segundos a 12,000
rpm, desechar el liquido del tubo colector.

Adicionar 200 pL de buffer de desulfonacion a la columna e incubar a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Centrifugar a 12,000 rpm durante 30 segundos y desechar
el liquido del tubo colector.

Adicionar 200 pL de buffer de lavado. Centrifugar a 12,000 rpm durante 30 segundos.
Repetir el paso anterior.

Desechar los tubos de coleccion colocar las columnas en tubos eppendorf estériles de
1.5mL.

Agregar de 10 a 15 pL de buffer de elucidn directo sobre el filtro de la columna sin tener
contacto con él. Se procede a centrifugar a 12,000 rpm durante 30 segundos.

Rotular tubos de 2 mL con el nimero de muestras que estan en la columna, se transfiere
el ADN eluido de los tubos 1.5 pL a 0.2 mL.

Almacenar el ADN convertido a -20° C.
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ANEXO 6. Reaccion en cadena de polimerasa especifica para metilacién (MS-PCR)
Fundamento:

La técnica de PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) se basa en la amplificacion de un
segmento especifico de ADN, a partir de una pequefia cantidad, produce millones de copias. Se
implica el uso de fragmentos llamados cebadores que seleccionan el segmento del genoma que
amplificara y varias rondas de sintesis (83). MS-PCR es procedimiento, que requiere dos

conjuntos de cebadores, uno para ADN metilado y el otro para ADN no metilado.

Reactivos Materiales Equipos
Iniciador forward Micropipetas Centrifuga
metilado Puntillas estériles Vortex
Iniciador forward no Tubos estériles de PCR Termociclador
metilado de 0.2 pL.
Iniciador reverse Tubos eppendorf estériles
metilado de 1.5 mL.
Iniciador  reverse no Agua inyectable.
metilado Gradillas.

Taq polimerasa platinum
ADN

Controles metilados y no
metilados

Buffer 10X

MgCI2

dDTPs

Procedimiento:

1. Preparar el mix de la reaccion dependiendo el nimero de muestras que se procesan con

los siguientes reactivos en dos tubos eppendorf de 1.5 mL estériles.
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ADN metilado ADN no metilado

Reactivos 1x Reactivos 1x

H20 16.75uL H20 16.75 pL
Buffer 2.50 pL Buffer 2.50 pL
MgCI2 0.750 pL MgCI2 0.750 pL
dNTP’s 0.50 puL dNTP’s 0.50 pL
Primer F 1uL Primer F 1uL
Primer R 1L Primer R 1puL
Taq pol 0.05 pL Taq pol 0.05 pL
ADN 2.45 L ADN 245 L
Total 23 uL Total 23 pL

2. Enun tubo (1) estardn los iniciadores para el ADN metilado y en otro tubo (2) para el

ADN no metilado.
3. Para preparar la mezcla de la reaccion (1) se agregara, 16.75 pL de agua inyectable.
4. Mezclar los tubos con el vortex y centrifugar a 3,000 rpm durante 10 segundos.

5. Distribuir las dos mezclas de reaccion en los tubos de PCR rotulados con el codigo de

las muestras a procesar, los controles metilados y no metilado, y el blanco.

6. Adicionar en los tubos correspondientes el ADN de cada muestra, el control metilado y

no metilado, y el agua inyectable para el blanco.
7. Mezclar los tubos en el vortex y centrifugar a 3,000 rpm durante 10 segundos.

8. Situar los tubos en la placa de termociclador (40 ciclos) y programar las siguientes

condiciones:
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Temperatura Tiempo
95°C 5 minutos
94°C 45 segundos
57°C 45 segundos
72°C 1 minuto
4°C o9
9. Poner las columnas en los tubos de coleccion, ponerlas en una gradilla y rotular los tubos.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Agregar 600 pL de M.binding buffer en la columna. Agregar 150 pL de producto de
PCR en la columna con el M.binding buffer y mezclar por inversion. Centrifugar a

12,000 rpm durante 30 segundos.

Agregar 100 pL de M-wash buffer a la columna, posteriormente centrifugar por 30

segundos a maxima velocidad (12,000 rpm) y vaciar el liquido del tubo colector.

Agregar 200 pL de M-desulphonation buffer a las columnas y se procede a incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos. Centrifugar por 30 segundos a maxima

velocidad y vaciar el liquido del tubo colector.

Agregar 200 pL de W.wash buffer a la columna, centrifugar 30 segundos a maxima

velocidad y vaciar el liquido del tubo colector. (Repetir este paso).
Tomar tubos estériles de 1.5 uL y en estos colocar las columnas y se desechan los tubos.

Agregar de 10 a 15 pL de M.elution buffer directo sobre el filtro de la columna.

Centrifugar 30 segundos a maxima velocidad para eludir el ADN que estara convertido.

Rotular tubos de 0.2 uL con el cédigo de las muestras que estan en la columna. Transferir
el ADN eluido de los tubos de 1.5 pL a los tubos de 0.2 pL. Almacenar a -20°C.
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ANEXO 7. Electroforesis en gel de agarosa

Fundamento:

La electroforesis consiste en la separaciéon de moléculas en funcién de su velocidad de
movimiento a través del gel, bajo un campo eléctrico. La electroforesis en gel de agarosa se
utiliza para preparacion y analisis de ADN. Se cargan en el gel marcadores de peso conocida

para estimar el tamafio del fragmento de ADN (86).

Reactivos Materiales Equipo
TBE 1x Pipetas Thermo Scientific™
Agarosa 2% Puntillas electroforesis en mini gel
Syber Gold Microtubos Owl™ EasyCast ™ B2
Agente intercalante Balanza analitica Transiluminador en gel
Marcador de peso molecular | Papel Parafilm Fuente de poder

Peine de pléastico Microondas

Liga

Gradilla

Procedimiento:

1. Colocar el molde para hacer geles en la camara de electroforesis, y cerrar los extremos

con una liga para que no se derrame la agarosa.

2. Agregar 100 ml de TBE 1x en un vaso de precipitado, agregar 2 gr de agarosa, revolver

la mezcla hasta diluir.

3. Calentar en microondas durante 45 segundos hasta disolver la agarosa.
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Verter la mezcla en la camara del gel, se coloca el peine y se deja secar durante 15

minutos.

Una vez solidificado el gel retirar el peine, y alojar el gel en la cAmara, agregar tampén

de electroforesis, hasta cubrir el gel.

Colocar en un papel Parafilm 2 uL de agente intercalante, 5 uL de ADNy 1 uL de SYBR

Gold, con ayuda de la pipeta se mezcla durante unos segundos.

Cargar la mezcla dentro de los pocillos del gel, y se procede a colocar la cubierta de la
electroforesis en cada terminal de los electrodos (Insertar correctamente los electrodos,
el cable negro en la entrada negra de la fuente, la clavija del cable rojo en la entrada de

color rojo de la fuente).
Configurar la fuente de corriente a 120 voltios durante 45 minutos.

Apagar la fuente de la corriente, desconectar los electrodos, retirar la cubierta y se

procede a sacar el gel con mucho cuidado.

10. Situar el gel en el transiluminador, para observar los resultados.
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ANEXO 8. Inmunofluorescencia

Fundamento:

La inmunofluorescencia en parafina es una técnica que permite investigar la localizacion y
expresion de proteinas en una seccion de tejido, utilizando colorantes fluorescentes, un
fluor6foro que absorbe energia luminosa a una longitud de onda, se conoce como

inmunofluorescencia. Se basa en el reconocimiento de los anticuerpos que identifican antigenos

(88).
Reactivos Materiales Equipo
Buffer de citrato Fluoroshield Microscopio confocal
Buffer de lavado Pafuelos Horno de secado
Buffer de dilucion Tubo colin
Buffer de bloqueo Micropipetas
Puntillas

Procedimiento:
1. Colocar las muestras en la estufa a 60°C durante 1 hora.
2. Desparafinar laminillas en 2 cambios de xileno por 5 minutos cada uno.
3. Hidratar en 2 cambios de etanol al 100% durante 3 minutos cada uno.
4. Etanol al 95% y 80% durante 1 minuto cada uno. Enjuagar en agua destilada.
5. Precalentar el tubo colin que contiene buffer de citratos en bafio maria a 95-100°C.

6. Incubar las muestras en el buffer de citratos durante 20 minutos.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Retirar del bafio maria el tubo con las muestras y dejar enfriar durante 20 minutos

aproximadamente o hasta que llegue a temperatura ambiente.
Enjuagar las muestras con buffer de lavado (PBS1X-Tween20) 2 por 5 minutos.

Retirar el exceso de buffer de lavado con un pafiuelo y seccionar la muestra con la pluma

hidrofobica.

Inmediatamente agregar buffer de bloqueo y dejar durante 30 minutos.

Incubar con anticuerpo primario a una dilucién adecuada durante toda la noche a 4°C.
Enjuagar las muestras con buffer de lavado, 3 veces durante 5 minutos.

Incubar con anticuerpo secundario a una dilucion apropiada por 1 hora a 4°C.
Enjuagar las muestras con buffer de lavado, 3 veces durante 5 minutos.

Retirar el exceso de buffer y agregar una gota de fluoroshield a cada muestra y colocar

el cubreobjetos cuidando no formar ninguna burbuja.

Dejar secar y almacenar a 4°C.
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XIl.  SIGLASY ABREVIACIONES
CO: Cancer de ovario.
MSI: Inestabilidad micro satelital.
MMR: Inestabilidad de microsatélites.
dMMR: Deficiencia del sistema MMR.
FIGO: Federacion internacional de ginecologia y obstetricia.
ICD-0O-3: Internacional de enfermedades para oncologia en su tercera edicion.
AJCC: Comité Conjunto estadounidense sobre el cancer.
IARC: Agencia Internacional para la investigacidn del cancer.
UICC: Control internacional del cancer.
GLOBOCAN: Observatorio Global del Cancer.
TVUS: Ecografia transvaginal.
PARP: Inhibidores de la enzima poli ADP ribosa polimerasa.
DDR: Respuesta al dafio del ADN.
CHa3: Grupo metilo.
CpG: Islas CpG.
DNMT: ADN metiltransferasas.
MLH1: Proteina de reparacion de errores de emparejamiento de ADN MLH1.
MLH2: Proteina de reparacion de errores de emparejamiento de ADN MLH2.
MLH3: Proteina de reparacion de errores de emparejamiento de ADN MLHS3.
MLH®6: Proteina de reparacion de errores de emparejamiento de ADN MLHS6.
PMS2: Endonucleasa de reparacion de errores de emparejamiento PMS2.

FFPE: Tejidos fijados en formalina, embebidos en parafina.
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