VNIVERSITAT
DG VALENCIA
Facultad de Biologia
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular
Programa de doctorado: Biotecnologia

Nuevos métodos de deteccion de metastasis en
corteza ovarica criopreservada de pacientes con

cancer de mama

Tesis Doctoral presentada por:

Beatriz Rodriguez Iglesias

Dirigida por:
Prof. Dr. Antonio Pellicer Martinez
Dra. Edurne Novella Maestre

Dra. Sonia Herraiz Raya

Valencia, 2014






Profesor Dr. Antonio Pellicer Martinez, Catedratico del Departamento de Pediatria,
Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de

Valencia.

Dra. Edurne Novella Maestre, doctora por la Universidad de Valencia en el

Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina.

Dra. Sonia Herraiz Raya, doctora por la Universidad de Valencia en el

Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina.

CERTIFICAN:

Que la presente Tesis Doctoral, titulada "Nuevos métodos de deteccion de
metéastasis en corteza ovarica criopreservada de pacientes con cancer de mama”,
ha sido realizada integramente por Dfia. Beatriz Rodriguez Iglesias bajo nuestra
supervision. Dicho trabajo esta concluido y relne todos los requisitos para su
presentacion y defensa como TESIS DOCTORAL ante un tribunal.

Y para que asi conste a los efectos oportunos, firmamos la presente

certificacion en Valencia 4 de Diciembre, 2014

/’/: E
///" %, 00
Saf

Prof. Dr. Antonio Pellicer Martinez Dra. Edurne Novella Maestre Dra. Sonia Herraiz Raya






A Santi, el mejor regalo

que me hicieron mis padres






Aqgradecimientos

Llega el momento de escribir la parte mas emotiva de todo este trabajo, de
agradecer a todas las personas que hicieron posible que esta gran etapa se
culminase. Llegar al punto de escribir una tesis y todo el esfuerzo que esto
conlleva, antes y durante este proceso, seria imposible sin el apoyo y la ayuda

tanto profesional como personal de las personas que tienes a tu alrededor.

En primer lugar quiero agradecer a mi director de tesis, el Profesor Antonio
Pellicer, por darme la oportunidad de poder formar parte de su equipo, trabajar a
su lado es un gran prestigio que me otorga, es un suefio profesional cumplido.
Alavo su dedicacion a la ciencia y a los pacientes, su perseverancia y su continua
inquietud por la ciencia. Gracias por involucrarse en cada paso que hemos dado
es esta investigacion y por ensefiarme todo lo que estuvo en sus manos para que
todo saliese lo mejor posible. Me ha ensefiado a ser profesional en el trabajo y
despertar la curiosidad cientifica en muchas ocasiones. Es un ejemplo de que con

trabajo, constancia y dedicacién se puede conseguir todo lo que uno se proponga.

A Edurne Novella, co-directora de esta tesis doctoral. Gracias por hacer
posible que este trabajo culminase. Fuimos un buen tdndem de trabajo. Gracias
por ensefiarme tantas y tantas cosas. Por despertar mi inquietud cientifica y que
cualquier tema que podamos abordar para estudiarlo, parezca facil y posible. Eres
un ejemplo de dedicaciéon exahustiva a la ciencia, inviertes tu tiempo libre en que
la ciencia avance.Gracias por ensefiarme todo lo que estuvo en tus manos y hacer

gue cada dia me supere un poco mas.

A Sonia Herraiz, co-directora de esta tesis doctoral, gracias por enseflarme
cémo se trabaja en ciencia y por haberme transmitido todos los conocimientos
necesarios para que los experimentos surgiesen con éxito. Gracias por tu ayuda
inestimable para que hoy pueda estar escribiendo este texto. Por ensefiarme a

luchar por lo que queremos.



A las pacientes que participaron en este proyecto. Ellas si que son el
ejemplo de fuerza y lucha en la vida. Son el ejemplo de valorar lo realmente
importante. Por ellas vale la pena todo el esfuerzo y todas las horas invertidas en
investigacién. A todas y cada una de ellas, que siempre estan dispuestas a aportar
Su granito de arena para que la ciencia avance, aliin cuando lo Unico que podrian

pensar en esos momentos era en ser fuertes para ellas mismas.

A todo el equipo de Preservacion de la Fertilidad del Hospital la Fe, un gran
equipo que lucha por dar esperanza y posibilidades a cada paciente. Todos
aportan sus medios y energia para que podamos hacer proyectos de investigacion
como éste. Especialmente me gustaria agradecer a los ginecdlogos, Chema,
César, Monica y Patri, que llevan la parte quirargica de este proyecto, sin este
primer paso no podriamos hacer nada. A César por involucrarse tan plenamente
en la investigacion y ayudarme en todo lo que hizo falta. En especial a Maria
Sanchez, pionera de esta linea de investigacion. A Sonia Lozano, por ayudarme
en la recogida de las muestras y estar disponible para cualquier cosa que

necesitase.

Me gustaria agradecer al Dr. Carlos Simén, por acogerme cuando lo
necesité en los laboratorios de la fundacion 1VI para hacer cualquier experimento y
consultar cualquier duda que me surgié por este camino de fondo. Gracias por
creer en mi y darme una oportunidad tan prestigiosa como formar parte de su

equipo.

Al laboratorio de Anatomia patologica del Clinico, Alejo, Bruno, Maria José
Lauri... por ensefiarme todo lo que sabeis sobre inmunohistoquimica, hacerme las
tardes de inmunos mas amenas y por todos los buenos momentos que nos

llevamos.



A Ana y Viviana, las veterinarias que me ayudaron con todo el trabajo
experimental con animales, ellas han conseguido que pueda trabajar con
ratoncitos sin miedo, aunque siempre con respecto. Me habéis ensefiado cada
paso a seguir en la experimentacion animal, que no es nada facil. También me
gustaria agradecer a todo el equipo del animalario de Centro de Investigacién
Principe Felipe, por hacer posible que realicemos nuestros experimentos en sus
instalaciones con total seguridad de que los animales estan bien cuidados vy

atendidos.

A todas mis compis y amigas de laboratorio, Carmen, Jessica, Horten,
Mercedes, Arantxa y Lucia. Conoceros y coincidir con todas y cada una de
vosotras ha sido una virtud del destino. Poco a poco se fue afianzando nuestra
confianza y pasamos de ser comparieras de trabajo a ser mucho mas que eso.
Todas las horas que hemos pasado juntas entre las paredes de un laboratorio, con
sus momentos de desesperacion, de agobios, de lloros, pero con muchos y
apreciados momentos de risas, cantos, alegria y buenos ratos que nunca se
borraran. Sin vosotras no seria lo mismo haber hecho una tesis. Vuestro apoyo en
cada momento con cada experimento nuevo o técnica que queriamos aprender ha
sido la base para que todo, finalmente, se consiguiera. Carmen, nos conocimos ya
hace unos cuantos afos, poco a poco nos hicimos grandes amigas, sé que estas
ahi siempre para lo que necesite. Das ese punto de alegria y ternura que se
necesita. Gracias por estar siempre pendiente de que esté bien, eres mas que una
amiga, los das todo por todos. Horten eres esa persona que da fuerza, eres
ejemplo de lucha y continuidad por lo que uno quiere. Gracias por ensefiarme y
estar ahi para lo que necesitase. Mercedes, siempre dispuesta a ayudarme
cuando lo necesité, buena compafiera y profesional, espero que pronto consigas
lo que te mereces y puedas trabajar en clinica, porque vales mucho. Jessi trajiste
al laboratorio esa ternura y ganas de aprender cosas nuevas, nos das ese toque
de nifiez que todos necesitamos. Arantxa, la peque, eres una de las personas mas
carifiosas que conozco, siempre tienes un abrazo y un carifio para quien

realmente te importa, gracias por hacerme sentir en ese grupo de personas, eres



la dulzura hecha persona. Eres una gran amiga, estaré para lo que me necesites
siempre.

Lucia, mi gemela, ufia y carne, inseparables. Te convertiste en el todo en
poco tiempo de conocerte, la persona con la que mas congenio. Eres esas
personas que todo el mundo quiere tener cerca. Eres una de las cosas por las que
ha merecido la pena mi aventura aquel dia que decidi dejar mi tierra, lo mejor que

me llevo, sin duda. Mi pilar valenciano.

A todos mis comparieros de la fundacién IVI, siempre dispuestos a ayudar y
sacar un hueco de donde fuera para explicarme lo que necesitara. Especialmente
mis agradecimientos a Sebas que tanto me ayudé en la elaboracion de algunos de
los experimentos, siempre dispuesto a colaborar y ensefiarme lo que hiciese falta.
A Amparo, Ali, Paco e Irene, por vuestra ayuda cuando empecé en esta

embergadura de la tesis y ayudarme en lo que estaba en vuestras manos.

A todos mis compis y amigos de Igenomix, en especial al “feliz CGT-PCR
Team”, Julio, Ana, Pere, Jsn, Mje, Vicente, Mila, Lucia y Trini. Sin vuestros animos
y apoyo tanto en el laboratorio como en lo personal no podria terminar con la tesis.
Habéis hecho que coja energia y fuerzas para cerrar este capitulo. Sois increibles,
amigos, una gran familia!!. Por todos esos buenos momentos que compartimos y
nuestras cenas que acaban cerrando bares, estos son las buenas sensaciones de
la vida. Siempre estais dispuestos a ayudar y hacer lo posible para que me pudiera
marchar a ver a los ratoncitos o a terminar experimentos interminables tantas y
tantas tardes. Es un gran privilegio poder formar parte de este equipo, un suefio
cumplido. Somos un gran grupo inseparable! Julio, gracias por confiar en mi desde
el primer momento y darme la flexibilidad y confianza necesaria para que hoy
escriba estas lineas. Estar en tu equipo es un privilegio y espero poder trabajar a

tu lado siempre.



A mis compis de mi antigtio laboratorio de Vigo, Andrés, Alejandro, Sandra,
Javi y Basti, ellos me llevaron de la mano en mis primeros pasos por el laboratorio,
hicieron que me interesase por la ciencia y que empezase a coger ilusién y ganas

por ella. Sois el principio de esta aventura.

A mis amigos galeguifios Nuria, Vero, Jose, Moa, Lorenita, Fany, Moi, Noe y
Julia. Aungue vivamos a kildmetros de distancia, nada cambia cuando nos vemos,
todo sigue igual y cuando nos necesitamos sabemos que una llamada de teléfono
en suficiente, y no hace falta explicar nada mas, la complicidad de tantas cosas
vividas en tanto tiempo no se diluye faciimente. A July y Noe, mis “hermanas”, dos
de los pilares de mi vida. Esas amigas que siempre te van a decir las cosas como
las piensan y siempre con un consejo reconfortante para seguir luchando. Dando
fuerzas para seguir con este trabajo de fondo y no abandonar en los momentos
dificiles. Por mucha tierra y agua que nos separe nunca cambiard nada, las tres

para todo siempre.

A todos mis amigos valencianos, a Carol, Roci, Jose, Soraya, Manu.
Aunque no estan relacionados con la ciencia, siempre aportan energia y una
vision diferente para que no nos volvamos cientificos locos, que solo piensan en
genes y moléculas. Por aportar vuestro granito de arena en distraerme y dar

fuerzas para seguir.

A Marcos, mi “compafieiro de batalla” tanto tiempo. Siempre me apoyaste
en cualquier decision, dandome la fuerza necesaria para seguir hacia delante y no
abandonar, cémplice de tantas cosas. Luchamos juntos en el principio de esta

andaina y parte de este trabajo también es gracias a ti.

A toda mi familia, a mis abuelos, mis tios, mis primos, y en especial a mis
padres y mi hermano, todos juntos sois el gran motor para que todo funcione y
vaya hacia delante. Siempre todos para todos, una pifia dificil de separar. Sois un

gran tesoro, lo mejor que tengo. Cada uno de vosotros me ensefiasteis lo que



realmente importa en la vida, me inculcasteis los valores que hoy son la base de
mi. A mis abuelas, con su energia positiva para todo, me ensefiasteis la humildad,
a lo importante que es querernos y ser buenos con los demas. Que el esfuerzo es
la base de que se pueda conseguir cualquier cosa. Siempre pendientes de todos y
de que todos estemos hien. A mis abuelos que son esas estrellas que me cuidan y
protegen alla donde estén. A mis padres, sin vuestra ayuda seria todo imposible,
nos dais la energia, fuerza y apoyo para que cualquier reto que nos propongamos
se pueda hacer realidad y luchemos por lo que queremos. Somos como Somos por
vosotros. Este trabajo también es vuestro. Aunque sé que es duro para todos estar
tan lejos, siempre senti vuestro apoyo para que me fuera y luchase por lo que
gueria, un esfuerzo de todos que trae su recompensa. A Santi, no recuerdo mi
vida sin él, aparecié a mi lado un dia y se convirti6 en imprescindible desde el
primer momento. Desde pequefios no podiamos estar el uno sin el otro, y hoy
sigue siendo asi. Sabemos que al mas minimo problema nos tenemos para todo.
Cada vez que nos dicen “es que sois iguales” me llena un sentimiento de orgullo

indescriptible.









La presente Tesis Doctoral ha sido realizada en los laboratorios del Departamento
de Pediatria, Obstetricia y Ginecologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Valencia, en el Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF) y en
el Hospital Universitario y Politécnico La Fe gracias a la ayuda asignada por el
Ministerio de Educacion de Formacion de profesorado Universitario (FPU) con
referencia AP2010-0675.






INDICE







indice

INDICE. ...t |
ABREVIATURAS. ... IX
RESUMEN. ... ..ot XVII
L= INTRODUCCION. ...ttt 1
1.- Cancer de MamMa.........ocouuiiiiiiiii e 3
1.1.- DefiniCion.........ooiiiiii 3
1.2.- EpIdemiolOogia. ....vueeei e 3
1.3.- Factores de riesgo en el desarrollodel CM........................... 5
1.3.1.- Agregacion familiar y predisposicion familiar................ 5

1.3.2.- Factores hormonales.................cocooviiiiiiiinn 6

1.3.3.- Factores ambientales..................cocooviiiii, 6

1.4.- Clasificacion............cccooiiiiiii 7
1.4.1.- Clasificacion histopatologica...........c.ccooviviiiiiiiinnann.. 7
1.4.1.1- Carcinoma In Situ 0 Estadio O......................... 7

1.4.1.2- Carcinoma Infiltrante o Invasivo....................... 8

1.4.2.- Clasificacion molecular.......................ocoon 8

2.- Biologia del crecimiento y diseminacion tumoral...................... 9
2.1.- Cinética del crecimiento tumoral................cooeeeiiiiiiiiinnennnn, 10
2.2.- Angiogénesis tumoral............c.ooeiiiiiiiiii e 10
2.3.- Progresion tumoral...........coovviiiiiiiii 11
2.4.- Mecanismos de invasion y metastasis........................ooeeenn. 11
3.- Efecto de los tratamientos oncoldgicos en lafertilidad............. 13
3.1.- Tratamientos gonadotOXiCoS. ..............cevviiiieiniiiiniinieenne, 16
3.1.1.- Efecto de la quimioterapia............cocoeeeiiiiiininin, 16

3.1.2.- Efecto de la radioterapia...............ccccooeiiiiiiiiininn, 18

3.2.- Fallo OVArico Precoz..........cooooiiiiiiiiiiii e 18
3.2.1.- Determinacion de FSH y Estradiol.............................. 19

3.2.2.- Determinacion de inhibinas......................coo 21



indice

4.-

5.-

3.2.3.- Determinacion de la Hormona Antimdlleriana................
Preservacién de la Fertilidad en pacientes oncolégicas.............
4.1.- Andlogos de hormona liberadora de gonadotropina.................
4.2.- Transposicion quirdrgica de 10s ovarios............ccccvvveneninennnn.
4.3.- Criopreservacion de embriones............coevviiiiiiiiveeenne,
4.4.- Criopreservacion de ovocitos inmaduros y maduros...............
4.5.- Criopreservacion de tejido OVAriCO..........ccveiviiiiiieiiniiienen,

Riesgo de contaminacién en el tejido ovarico con células

= 1o ] =T

6.- Métodos para excluir metéstasis ovérica. Seguridad del

trasplante de tejido OVANICO......ocoviiiii i

6.1.- ME&todos MOIECUIArES........ccuiii i
6.1.1.- “Gross Cystic Disease Fluid Protein-15" (GCDFP15)......
6.1.2.- Mamaglobina 1 (MGBL1)........cccoviiiiiiiiiiieeeeea,
6.1.3.- "Small Breast Epithelial Mucin-1 (SBEM).....................
6.1.4.- Mucina L (MUCL)......cuiviiiiiiiiee e
6.1.5.- "NY breast Cancer antigen -1 " (NY-BR-01)..................
6.1.6.- Antigeno tumoral de Wilms (WT-1).......c.ccooiiinieninnnn

s HIPOTE SIS . et

- OBJIETIVOS. ...

V.
1.-

2.-

- MATERIALES Y METODOS.......uuiiiiiiiiiiee et

Seleccion de pacientes y recogida de muestras.......................
1.1.- Protocolo de extraccion de tejido OVAriCO...........covevvevinininnnn,
EStudios Moleculares.........oouieiiiiii
2.1.- Extraccion de ARNM. ... ..o

2.1.1.- Extraccion de ARNm de muestras incluidas en parafina.

21
23
24
25
26
28
29

33

37
38
38
40
41
42
44
45

49

53

57
59
60
64
64
64



indice

2.1.2.

- Extraccion de ARNm de tejido en fresco......................

2.2.- Andlisis de la concentracion e integridad del ARN..................

2.3.- RetrotranSCrPCION. ... e e

2.3.1.
parafina.......
2.3.2.
fresco..........
2.4.- PCR

- Retrotranscripcion de ARN obtenido de muestras en

- Retrotranscripcion de ARN obtenido de muestras en

cuantitativa atiemporeal.............cooiiiiiiiii

3.- Estudios histopatol0giCoS.......civiiii i,

B L FlJaCION. .
3.2 LavadO. ..o

3.3.- Aclaramiento o diafanizacion.............cooviiiiiiii i

B - INCIUSION. e e e

3.5.- Corte

3.6.- TINCION Y MONEAJE. ....eveie e

4.- Estudios inmunohistoquimiCoS..........ccoooiiiiiiiiiiiiia

4.1.- Marcadores moleculares analizados..........c.coovviiiiiiiiiiniaannn.

4.2.- Procesamiento de 1as MUESIras. ........coviviiiiiiiiii i

4.3.- InmunohistoquimiCa...........cocoiiiiiii

4.4.- Observacion y analiSiS.........cccooiiiiiiiiiiiiic e,

5.- Ensayo de invasién celular in Vitro.............cocooiiiiicinnn,

5.1.-Preparacioén de las muestras de tejido OVArico........................

51.1.
5.1.2.
5.1.3.

- Descongelacion de tejido OVAriCO.........c.coveviiiiininanen.
- Disgregacion de tejido ovarico...........ccooevvviiiiiieinnnnn,
-Cultivocelular.... ..o

5.2.- Cultivo de las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468....

5.2.1.- Congelacion de células tumorales MDA-MB-231 vy

MDA-MB-468

5.3.- Ensayo de invasion celular.............cooooiiiiiiiiici

65
65
66

66

67
68
73
73
73
74
74
75
75
76
76
78
78
79
80
80
80
81
81
82

83
83



indice

6.- Modelo experimental in VivVo.........coooiiiiiii i
5.1.-Preparacion de las muestras de tejido ovarico.......................
6.1.1.- Descongelacion de tejido ovarico...........covvvveiieiinnnn..

6.1.2.- Disgregacion del tejido OVarico...............cooeeviieiennnnn.

6.1.3.- Cultivo celular..... ..o

6.1.4.- Marcaje celular.............oooiiiiiiii
6.2.-Cultivode lalinea celular................cooviiiiiiiiiii e,
6.3.- Modelo animal..........cooiiiii
6.3.1.- CirUGIa. . . eeie i

6.3.2.- Monitorizacion de las células inyectadas en los ratones..

6.3.3.- Analisis de la invasion metastatica post-mortem............
7.-ANndlisis estadiStiCO.....ovvii i
V- RESULTADOS. ...
1.- Desarrollo del test diagndstico de marcadores moleculares......
1.1.- Estudio de expresién génica en muestras de ovario sano........

1.2.- Estudio de expresién génica en muestras de tumor primario de

(o= Lot =Y o L= o 1 =10 -
1.3.- Estudio de expresion génica en muestras de corteza ovarica
con metastasis confirmada................o
1.4.- Estudio de expresidon génica en muestras de metastasis
confirmada en otros tejidOS. .......c.vuie i
1.5.- Seleccion de marcadores para el test diagnéstico..................
1.5.1.- Célculo de la especificidad y sensibilidad de los
marcadores seleccionados mediante curvas ROC..............ccceevvvvinnn,
15.2.- Valoracion de los marcadores moleculares
seleccionados para el test diagnOStiCO.........ovevviiiiiiiiiiiiiiieieeee

1.6.- Estudio inmunohistoquimico del test diagnéstico....................

\

86
86
86
86
87
87
91
91
92
94
95
95

99

101

101

103

106

109
112

113

114
115



indice

1.6.1.- Estudio inmunohistoquimico de GCDFP15..................

1.6.2.- Estudio inmunohistoquimico de MGB1.......................

1.6.3.- Estudio inmunohistoquimico de SBEM........................

1.6.4.- Estudio inmunohistoquimico de WT-1.........................

1.7.- Estudio comparativo de la expresién génica y proteica de los

marcadores seleccionados para el test diagnéstico................c.ocueee.e.
2.- Andlisis de tejido ovarico de pacientes de Preservacion de la

Fertilidad....... ..o

2.1.- Estudio de expresion génica mediante técnicas moleculares...

2.2.- Estudio morfolégico e inmunohistoquimico de las muestras de

tejido ovarico de pacientes de Preservacion de la Fertilidad................

3.- Ensayo de invasién celular in Vitro.............cocooiiiiiiiio i,

4.- MOAEIO IN VIVO...eiti e e

4.1.- Monitorizacion de las células inyectadas en los ratones..........

4.2.- Comprobacion macroscopica del dafio tisular post-mortem......

4.3.- Estudio de expresion géniCa...........coeeeivuiiiiiiiiiiiiiiieennn

4.4.- Estudio morfolégico e inmunohistoquimico.............c.c.c..eeeet.

4.4.1.- Controles de inmunohistoquimica............................

4.4.2.- Estudio inmunohistoquimico de ratones controles.......

4.4.3.- Estudio inmunohistoquimico de ratén con células de

corteza y médula OVArICa. .......o.ouiuiii i

VI-DISCUSION. .. .ottt

VIL.- CONCLUSIONES. ... .

VIHIL-BIBLIOGRAFIA. ...,

115
116
116
117

118

119
119

121
122
123
123
126
127
127
128
129

132

137

153

157

VII






ABREVIATURAS







Abreviaturas

AC: Adriamicina (doxorubicina) y Ciclofosfamida

ACD: Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida y Docetaxel
AC-t/D: Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida y Taxol/Docetaxel
ACT: Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida y Taxol

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ADNCc: Acido Desoxirribonucleico Complementario

AMH: Hormona Antimulleriana (en inglés “Antimullerian Hormone”)
ARN: Acido Ribonucleico

ARNmM: Acido Ribonucleico Mensajero

CDI: Carcinoma Ductal Infiltrante

CDIS: Carcinoma Ductal In Situ

CIS: Carcinoma In Situ

CLIS: Carcinoma Lobular In Situ

CM Cancer de Mama

CMF: Ciclofosfamida, Metotrexato y Fluorouracilo

CO: Corteza Ovarica

CO,: Dioxido de Carbono

Ct: Ciclo umbral (en inglés “cycle threshold”)

Xl



Abreviaturas

DEPC: Dietilpirocarbonato

DMEM/F-12: Medio Eagle Modificado Dulbecco (en inglés “Dulbecco's Modified
Eagle's Medium”)

DMSO: Dimetilsulféxido

dNTPs: Dioxinucleotidos Trifosfato

E: Estrégeno

E»: Estradiol

EDTA: Etilendiamino Tetracético

F: Fungizona

FAC: Fluorouracilo, Adriamicina (doxorubicina), y Ciclofosfamida

FACT: Fluorouracilo, Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida y Taxol
FAM: Carboxi-Fluoresceina

FEC: Fluorouracilo, Epirubicino y Ciclofosfamida

FIV: Fecundacion In Vitro

FOP: Fallo Ovarico Precoz

FSH: Hormona Foliculo Estimulante (en inglés “Follicle-Stimulating Hormone”)

GCDFP15: (en inglés “Gross Cystic Disease Fluid Protein-15")

GnRH: Hormona Liberadora de Gonadotropina (en inglés “Gonadotropin-

Releasing Hormone”)

Xl



Abreviaturas

Gy: Gray

HSA: Suero Albumina Humana (en inglés “Human Serum Albumin”)
IHQ: Inmunohistoquimica

IVIS: Sistema de Imagen In Vivo (en inglés “In Vivo Imaging System”)
LH: Hormona Luteinizante (en inglés “Luteinizing Hormone”)
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Resumen

En la actualidad, se esta produciendo un aumento de las tasas de
supervivencia en determinadas formas de cancer que se considera que afectan
principalmente a nifios y personas jovenes, como las neoplasias hematoldgicas y
ciertos tipos de tumores solidos. El cancer de mama es la neoplasia maligna mas
frecuente en mujeres en edad reproductiva y en muchos casos no han cumplido
con su proyecto reproductivo.

El tratamiento con dosis altas de quimioterapia y/o radioterapia en
pacientes de sexo femenino puede generar efectos deletéreos sobre el ovario. La
dotacion folicular puede ser destruida, lo que se asocia a un fallo ovarico precoz y
la pérdida de la fertilidad. El grado de gonadotoxicidad varia entre los diferentes
grupos de farmacos quimioterapicos, siendo los agentes alquilantes los que
conllevan mayor riesgo de insuficiencia ovarica. Las mujeres que sobreviven
buscan una mejor calidad de vida y evitar los efectos secundarios de la terapia
antineoplasica. Uno de estos efectos es la gonatoxicidad que cursa con esterilidad
secundaria. Debido a ello, se han desarrollado los programas de preservaciéon de
la fertilidad en pacientes oncoldgicas. En la actualidad, existen varias opciones
para la preservacion de la fertilidad en estas pacientes, como la criopreservacion
de ovocitos, de embriones o de tejido ovarico. Aunque éste Ultimo todavia se
considera en fase experimental, el numero total de mujeres con fallo ovarico
precoz inducido por el tratamiento en las que se ha llevado a cabo un
ortotrasplante de su tejido ovarico criopreservado es cada vez mayor, superando
los 60 casos publicados en Europa. Ademas, hasta la fecha, se han publicado un
total de 30 recién nacidos vivos como resultado de un ortotrasplante de tejido
ovarico. Sin embargo, el embarazo no es la Unica indicacion para el ortotrasplante,
la restauracién de la secrecion ciclica ovérica de esteroides y el retorno de la
menstruacion conlleva a un aumento de la calidad de vida, siempre y cuando el

tejido ovarico criopreservado y trasplantado siga siendo funcional.
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Resumen

Uno de los inconvenientes del ortotrasplante de tejido ovarico es el riesgo
de reintroducir células malignas con el tejido trasplantado. Por este motivo nuestro
grupo realizé un trabajo pionero en la deteccion de metastasis ocultas en este
tejido ovarico criopreservado en pacientes con cancer de mama, con el objetivo de
descartar la presencia de células malignas en el momento del trasplante mediante
una metodologia clasica. Sin embargo, estudios recientes en pacientes con
leucemia han demostrado que la deteccion de células malignas es mucho mas
eficiente con técnicas de biologia molecular, ya que se ha observado
discrepancias entre los resultados obtenidos mediante histologia y métodos
moleculares. Es necesario su uso para comprobar si el cancer de mama es
metastasico en el ovario, tal y como ocurre con las leucemias y evaluar si el

reimplante es un procedimiento seguro.

Por ello, nos hemos planteado incrementar la seguridad del ortotrasplante
en pacientes con cancer de mama, por ser la patologia mas frecuente en nuestro
programa de preservacion de la fertilidad, mediante métodos moleculares de
expresion génica y modelo animal, ademas de los estudios inmunohistoguimicos
clasicos.

En primer lugar hemos buscado un panel de marcadores moleculares lo
suficientemente especifico y sensible para detectar el mayor porcentaje de
micrometastasis oculta en tejido ovarico. Para ello hemos utilizado 13 muestras de
metastasis confirmada de pacientes con cancer de mama y 10 muestras sanas. Se
han analizado diferentes genes especificos de cancer de mama y metéstasis, de
los cuales se ha establecido el panel diagnostico que consistié en los marcadores
moleculares GCDFP15, MGB1 y SBEM, con los que se obtuvo una especificidad
del 100% y una sensibilidad de més de 90%. Todas las pacientes de nuestro
Programa de Preservacion de la Fertilidad estudiadas (N=60) no expresaron
ninguno de los genes incorporados en el test diagnéstico establecido ni en la
corteza ovarica ni en su médula ovéarica. Ademas 5 muestras celulares de corteza

ovérica y 4 de médula ovérica fueron envaluadas mediante ensayos in vitro de
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Resumen

invasion, dando como resultado una ausencia de procesos invasivos in vitro. Por
otro lado, 5 muestras celulares de corteza ovarica y 5 de médula ovérica de estas
pacientes se inyectaron en ratones inmunodeprimidos y ninguno de ellos presenté
signos tumorigénicos ni progresion celular. Por lo que se asume que el tejido esta
libre de enfermedad metastatica y el ortotrasplante es seguro. Estos resultados
corroboran los estudios previos mediante técnicas tradicionales histoldgicas de

que el trasplante de tejido ovarico en pacientes con cancer de mama es seguro.
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1.- Cancer de mama

1.1.- Definicién

Céancer es un término genérico para un amplio grupo de enfermedades
gue pueden afectar a cualquier parte del organismo. Se produce por
modificaciones en la informacién genética de las células, las cuales proliferan sin
control formando tumores malignos. Estas células pueden crecer de manera
descontrolada invadiendo partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros

organos, proceso conocido como metéstasis (OMS, Febrero 2013).

El cancer de mama (CM) consiste en la proliferacion acelerada e
incontrolada de células del epitelio glandular. Son células que han aumentado
enormemente su capacidad reproductiva. Mas del 99% de los casos ocurre en las
mujeres, siendo una enfermedad heterogénea con distintas morfologias, desarrollo

metastatico y respuesta terapéutica.

1.2.- Epidemiologia

El CM es el quinto tipo de cancer al que se le atribuyen mas defunciones,
siendo éstas 458.000 en el 2008. Se prevé que el numero de defunciones por
cancer siga aumentando en todo el mundo y supere los 13,1 millones en el 2030
(OMS, Febrero 2013).

En Espafia se diagnostican alrededor de 22.000 nuevos casos de CM al
afio. En Estados Unidos, en el afio 2013 se diagnosticaron 232.340 casos nuevos
de CM, representando el 14,1% de todos los canceres. Aproximadamente 10% de
estas pacientes son menores de 40 afios, el 1,8% tienen entre 20 y 34 afios y el
9,6% entre 35y 44 afios (figura 1) (Instituto Nacional del Cancer 2013).
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Figura 1.- Porcentaje de casos nuevos de CM por rango
de edades en EEUU. Se muestra el porcentaje de casos
nuevos de CM segun el rango de edad de las pacientes. El
11,4% de los casos diagnosticados de CM tienen menos de
44 afios. La edad media del diagnéstico de CM es de 61
afos (Instituto Nacional del Cancer 2013).

La supervivencia media relativa del CM tras 5 afios es del 89,2%. El
estadio en el que se ha diagnosticado el cancer influye en la supervivencia. El
61% de los casos de CM son de estadio | o localizado y el indice de supervivencia
de este tipo es del 98,6%. El 32% de los casos de CM se diagnostican en estadio
regional o expandido a ganglios linfaticos y su supervivencia, tras 5 afos, es del
84,4%. El 5% de los casos se diagnostican en estadio Il o distante y el porcentaje
de supervivencia es del 24,3%. El 2% no se conoce el estadio en el que se

encuentra y su supervivencia es del 50% (figura 2) (Instituto Nacional del Cancer

2013).
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Figura 2.- Porcentaje de casos y de supervivencia por estadio del CM tras 5 afios
del diagndstico. En la figura A se muestra el porcentaje de casos segun el tipo de CM.
En la figura B se muestra el porcentaje de supervivencia tras 5 afios en los distintos
tipos de CM (Instituto Nacional del Cancer 2013).

1.3.- Factores de riesgo en el desarrollo del CM

La probabilidad de ser diagnosticado de CM aumenta con la edad, siendo
el riesgo estimado de padecerlo a lo largo de la vida de un 13,3%. La probabilidad
de fallecer de un CM es de un 3,4%.

1.3.1.- Agregacion familiar y predisposicion familiar

Globalmente, el riesgo de padecer un CM en aquellas personas con un
familiar de primer grado que haya sufrido un CM aumenta entre 1,5 y 3 veces
respecto a la poblacién general (Ottman et al., 1983). La historia familiar es un
factor de riesgo heterogéneo que depende del nimero de familiares afectados y
no afectados, de la edad en la que se diagnosticaron y el grado de parentesco

entre ellos.
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La predisposicion hereditaria se sospecha cuando una mujer padece CM
con menos de 45 afios y tiene una historia familiar con casos de CM y/o ovario.
Las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 (herencia autosémica dominante),
localizados en los cromosomas 17 y 13 respectivamente, se asocian con un riesgo
del 85% de desarrollo de CM en edades tempranas. Asimismo, mutaciones en el
gen BRCAL también aumentan la probabilidad de padecer cancer de ovario (Ford
et al., 1994; Easton et al., 1997; Struewing et al., 1997). Las proteinas sintetizadas
mediante la transcripcién de los genes BRCA1l y BRCA2 ejercen una funcion
inhibitoria de las sefiales desencadenadas por las hormonas esteroideas en el
epitelio mamario. Alteraciones en estas proteinas provocan una ausencia de
control sobre las rutas de sefalizacién celular derivadas de la activacion

estrogénica, predisponiendo a la carcinogénesis (Fan et al., 1999).

1.3.2.- Factores hormonales

Estudios epidemiol6gicos a gran escala han sugerido que una mayor
exposicion a estrégenos durante un tiempo prolongado provoca un mayor riesgo
de padecer CM. Una menarquia temprana o una menopausia tardia, la nuliparidad
0 una edad tardia del primer embarazo se relacionan con un aumento en la
incidencia de CM (Gail et al., 1989; Rosner and Colditz, 1996). Aunque el
incremento de la incidencia de CM persiste tras la menopausia, ésta es 6 veces
menor que antes de la menopausia. Esto sugiere la importancia de la funcion

ovarica en cuanto a la sintesis de estrégenos en el riesgo de padecer CM.

1.3.3.- Factores ambientales

La exposicion a radiaciones ionizantes incrementa el riesgo de padecer
CM, con un periodo de latencia de hasta 40 afios. En un estudio en el que se

analizaron 427 mujeres que habian recibido irradiacion supradiafragmatica como
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tratamiento para la enfermedad de Hodgkin, mostraron un riesgo relativo de 10,6
veces mas respecto al esperado en la poblacién general sin irradiaciéon previa

(Gervais-Fagnou et al., 1999).

1.4.- Clasificacion

El CM es una enfermedad genética y clinicamente heterogénea. Se han
desarrollado sistemas de clasificacién que han evolucionado a lo largo de muchas
décadas en funcidn del grado nuclear, la cantidad y el tipo de necrosis, el patron
de crecimiento, el tamafio tumoral y la diferenciaciéon arquitecténica (Fonseca et
al.,, 1997). Sin embargo, con los avances en los Ultimos afios en el conocimiento
de la base molecular de esta patologia, se han identificado cinco subtipos
moleculares de CM que ayudan a realizar una clasificacion mas exhaustiva y

clinicamente relevante de la heterogeneidad del CM (Malhotra et al., 2010).

Existen dos tipos de clasificaciones, la primera de ellas y més antigua
hace referencia a sus caracteristicas histopatolégicas, la segunda clasificacién

hace referencia a la expresién molecular de diferentes marcadores génicos.

1.4.1.- Clasificacién histopatolégica

1.4.1.1- Carcinoma In Situ o Estadio 0: El carcinoma in situ (CIS) puede

clasificarse como ductal o lobulillar, siguiendo patrones de crecimiento y

caracteristicas citolégicas.

- Carcinoma Ductal In Situ (CDIS): Se trata de una afeccion no invasiva en

la que se encuentran células cancerigenas en el revestimiento de un
conducto de la mama sin diseminarse a otros tejidos (Instituto Nacional del
Céncer, 2013).
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- Carcinoma Lobular In Situ (CLIS): Se trata de una lesion

histolégicamente Unica que se manifiesta por una proliferaciéon, en uno o
més conductos terminales, en acinos o ambos a la vez, de células
laxamente cohesionadas, a veces algo mayores de lo normal. En muy

raras ocasiones se vuelve invasiva (Fisher et al., 1990).

1.4.1.2- Carcinoma Infiltrante o Invasivo: Se trata de un grupo heterogéneo

de tumores diferenciados por subtipos histolégicos. El Carcinoma Ductal Infiltrante
(CDI) es la forma mas frecuente constituyendo un 80% de todos los casos y se
caracteriza por ser una masa o tumoracién con limites no bien delimitados. El CDI
también se clasifica en bien diferenciado o grado |, moderadamente diferenciado o

grado Il y pobremente diferenciado o grado Il (Malhotra et al., 2010).

1.4.2.- Clasificacién molecular

Configurando una clasificacibn més precisa basada en el riesgo de
recurrencia y progresién de la enfermedad, se ha creado una nueva clasificacion
del CM que incorpora marcadores moleculares como el Receptor de Estrogeno
(RE), Progesterona (P), ErbB2 (Her2/neu) y p53, los cuales han demostrado tener
una importancia pronéstica importante (Malhotra et al., 2010).

El CM se ha dividido en dos grandes grupos de acuerdo con los patrones
de expresién génica, relacionados con el prondstico, con el riesgo de metastasis y
con la positividad para el RE. Asi, se clasifican en neoplasias de bajo grado que
expresan RE y P y en neoplasias de alto grado que no expresan ni RE ni P, y si
gue expresan Her2/neu (Sorlie et al., 2003; Imigo F. G. et al., 2011) (tabla 1). La
sub-clasificacion de los tipos de tumores se realiza por el estado de RE y P,
HER2/neu y el indice de proliferacién determinado por ki67 (Cheang et al., 2009;
MCCafferty M et al., 2009).
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Tabla 1.- Clasificacion molecular del CM.
Se muestran los dos grandes tipos
moleculares de CM con sus subtipos (Imigo
F. G. et al. 2011).

Luminal A
Luminal B
Luminal HER2/neu

Receptor de

Estrégeno Positivo

Basal
Receptor de HER2/neu
Estrogeno Negativo ~ Como Normal (en
inglés “Normal Like”)

2.- Biologia del crecimiento y diseminaciéon tumoral

El objetivo de nuestro estudio es el andlisis de la posible presencia de
micrometéstasis en el tejido ovérico que no son evidentes clinicamente. La
biologia de tumores malignos pueden dividirse en 4 fases: transformacion,
crecimiento, invasion local y metastasis a distancia. La transformacion se refiere al
cambio de una célula benigna a maligna mediante mecanismos genéticos. El
crecimiento de la masa tumoral es un procedimiento complejo que viene
determinado por la cinética del crecimiento de las células tumorales, la
angiogénesis y progresion tumoral. El tiempo de duplicacion de las células
tumorales depende de ellas mismas, mientras que la angiogénesis representa
respuestas del individuo suscitadas por las mismas células tumorales o por sus

productos de secrecion.
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2.1.- Cinética del crecimiento tumoral

El ciclo celular de los tumores tiene las mismas 5 fases (GO, G1, S, G2 y
M) que las células normales. La proporcién de células tumorales que estan en fase
de replicacién se denomina “fraccidon de crecimiento”. En las fases primarias del
tumor, la inmensa mayoria de las células presentan una replicacion activa. A
medida que el tumor crece, un mayor nimero de células abandona el estado
replicativo, debido a la carencia de nutrientes, por desprendimientos o que
permanecen en fase GO (quiescente). Cuando el tumor es clinicamente detectable,
la mayoria de las células no estan en fase replicativa; en los tumores de
crecimiento muy rapido la fraccién en replicacion es del 20%. EI CM presenta una
fraccion de crecimiento baja, y la produccion relativa de células tumorales es del

10%, por lo que se considera que presenta un crecimiento lento (Tannok, 1992).

Los agentes antitumorales actlan sobre las células que estan sintetizando
ADN, y por lo tanto dividiéndose, por lo que un tumor que solo contiene una
fraccion replicativa del 5% crecera lentamente, pero sera refractario al tratamiento
ya que éste solo matara a las células en division. Tumores mucho mas agresivos
son mas sensibles al tratamiento debido a su alta fraccién replicativa (Norton,
1988; Norton and Day, 1991).

2.2.- Angiogénesis tumoral

El aporte sanguineo es imprescindible para el crecimiento tumoral. Un
tumor en crecimiento requiere unas necesidades metabdlicas que se aportan
mediante los vasos sanguineos. Sin la presencia de vasos intratumorales, la
metastasis no es posible. Estos vasos sanguineos actlan como una ruta de
movilizacion de células malignas a otros puntos del cuerpo del individuo. Una vez
que las células tumorales estan dentro del sistema circulatorio pueden invadir

otros tejidos, saliendo del torrente sanguineo al tejido circundante. En el tejido
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nuevo, estas células empiezan a crecer y formar un ndcleo de micrometastasis
que debe ser sostenido por la formacion de nuevos vasos sanguineos que
permitan el crecimiento de un tumor macroscépico (Ceballos and Ghersevich,
2008).

2.3.- Progresién tumoral

El potencial maligno de un tumor esta relacionado con la aparicion
secuencial de subpoblaciones celulares que se diferencian en varios atributos
fenotipicos, como en su capacidad invasora, su tasa de crecimiento, su capacidad
de metastatizar, su respuesta a hormonas y su sensibilidad a los farmacos
antineoplasicos. La causa de la progresion son las mutaciones acumuladas en las
distintas células en la replicacion progresiva, generando subclones de distintas
caracteristicas. Las células transformadas son genéticamente inestables y sus
mecanismos de reparacion estan alterados, por lo que los errores en la replicaciéon

se acumulan generando los distintos fenotipos tumorales (Hill, 1990).

2.4.- Mecanismo de invasién y metastasis

La metastasis es la causa principal de mortalidad relacionada con el
cancer. Para que las células tumorales se escindan de la masa primaria, penetren
en los vasos sanguineos Yy linfaticos y crezcan secundariamente en un lugar

distante deben seguir los pasos que se resumen en la figura 3.

Para que se produzca un foco de metastasis es necesario que se
produzca una invasion de la matriz extracelular, diseminacion vascular y
alojamiento de las células tumorales. Los tejidos sanos estan organizados en una
serie de compartimentos separados por dos tipos de matriz extracelular:
membranas basales y tejido conectivo intersticial. Una célula maligna primero tiene

gue romper la membrana basal, atravesar el tejido conectivo y, posteriormente
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romper la membrana basal vascular y pasar a la circulacién. La invasién de la
matriz extravascular requiere que las células se unan a los componentes de la

matriz y se degraden, para finalmente, migrar a posiciones distantes de la inicial.

Una vez en la circulacién las células tumorales son susceptibles a los
mecanismos de defensa del huésped. Dentro de la circulacion las células tienden
a agregarse formando acumulos de células tumorales y elementos formes de la
sangre (la adherencia a las plaquetas parece aumentar la probabilidad de
supervivencia de las células y la adhesividad a los tejidos distantes). La detencién
y extravasacién de las agregaciones celulares tumorales en lugares distantes
implica la adherencia al endotelio y la salida a través de la membrana basal. En
este proceso estan implicadas moléculas de adhesién y enzimas proteoliticas. Se
ha observado que las células tumorales expresan variantes de la molécula CD44
gue les proporciona la capacidad de adherirse al endotelio y la diseminacién
extravascular (Kahn, 1992; Nabi et al., 1992; Albelda, 1993).

12



I-Introduccién

\> SRR

o “<
” TOMOR ORIGINALY |-

Para que haya metastasis, la célula
; 1 tumoral debe romper las uniones
con las células vecinas y llegar a los

capilares
A través de pequenos

capilares, se establece

en un nuevo érgano

2 La célula tumoral viaja por
el torrente sanguineo

Algunas de estas
células son eliminad

Capilares

sanguineos

)

Célula GO A5

inmunitaria 5 Alli se forma un nuevo
tumor. Los vasos
sanguineos crecen para
alimentarlo

Figura 3.- Esquema de proceso de metastasis. Se muestra el tumor primario en
mama, desde él, las células tumorales trasvasan al torrente sanguineo e invaden
nuevos drganos distantes al tumor primario. En este proceso algunas células tumorales
pueden ser eliminadas gracias a la accion del sistema inmunitario.

3.- Efecto de los tratamientos oncolégicos en la fertilidad

El CM es la patologia oncolégica mas frecuente en mujeres en edad
reproductiva. Aproximadamente, sobre el 13% de los CM diagnosticados ocurren
en pacientes menores de 45 afios (Maltaris et al., 2008). Debido a que la media de
edad en la que las mujeres deciden quedar gestantes por primera vez es de 29,8
afios, muchas pacientes con CM no completaron sus deseos reproductivos antes
de la enfermedad, y desean tener descendencia después del diagnéstico de CM
(Maltaris et al., 2008). Muchas mujeres sufren efectos secundarios de esterilidad a

causa del tratamiento antineoplasico recibido (Colleoni et al., 2002; Oktay et al.,
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2005; Sonmezer and Oktay, 2006). La radiacion pélvica, abdominal y espinal y
ciertos agentes quimioterapicos utilizados ampliamente en el tratamiento del CM
han demostrado aumentar el Fallo Ovarico Precoz (FOP) (Byrne, 1999; Sklar,
1999; Bakker et al., 2004; Gatta et al., 2005).

El efecto toxico de Radioterapia (RT) y/o Quimioterapia (QT) es reversible
en los tejidos que presentan una division celular rapida como es el caso de la
médula Osea, el tracto gastrointestinal o el timo. En el ovario provocan la
destruccion irreversible de las células germinales produciendo FOP (Meirow and
Nugent, 2001; Larsen et al., 2003a).

El impacto de los tratamientos oncolégicos utilizados en CM sobre la
fertilidad depende de tres variables, fundamentalmente: el agente quimioterapico,
la dosis total administrada y la edad de la paciente. Se considera un riesgo
elevado cuando la probabilidad de amenorrea permanente es 280%, intermedio
cuando es entre 20 y 80% y bajo cuando es <20% (Hudson et al., 2009).

Estos farmacos pueden disminuir la reserva folicular, causando una atrofia
ovéarica y un dafio en la vascularizacioén del ovario. El mecanismo exacto por el
cual se produce esta toxicidad en el aparato reproductor femenino todavia no esta
claro, aunque se piensa que podrian dafar a las células de la pregranulosa de los
foliculos, produciendo una destruccién de los mismos. Este efecto se hace latente
por la disminucion de los niveles de la Hormona Antimilleriana (AMH) (en inglés
“‘Antimdllerian Hormone”) e inhibina B (Wallace and Kelsey, 2010). Mediante
técnicas histoldgicas, se puede observar que la QT produce hinchazén y apoptosis
(figura 4) de las células de la pregranulosa y del nicleo de las mismas, asi como,
una desorganizacion de la arquitectura de los foliculos primordiales (Norwitz et al.,
2001).
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Figura 4.- Tinciéon inmunohistoquimica (IHQ) de apoptosis de CO humana. En la
figura A se muestra un foliculo primordial normal en el que no hay apoptosis después
de cultivo durante 36 h sin quimioterapicos (tejido control). En las figuras B y C se
muestra un foliculo primordial con tinciéon positiva para marcadores de apoptosis en
células de la pregranulosa y en el ovocito. Aumento 100X (Meirow, Nugent 2001).

Se han descrito otros mecanismos adicionales que estarian implicados en
la pérdida folicular asociada a los agentes antineoplasicos, como las alteraciones
en la vascularizacion y areas de fibrosis en la Corteza Ovarica (CO) (Meirow et al.,
2007a). Tras el tratamiento de QT, los vasos intra-ovaricos se estrechan hasta su
obstruccién. La vascularizacion del ovario es un sistema de arterias terminales, por
lo que la obturacién de los distintos vasos implica un cese del aporte vascular de
las zonas afectadas y, como consecuencia, la aparicion de areas de fibrosis y de
nuevos vasos sanguineos de pequefio tamafio sin ningln patron de organizacion

gue intenta suplir la carencia del aporte sanguineo al ovario.

Una de las limitaciones en la valoracion del impacto de los tratamientos
antineoplasicos sobre la fertilidad es considerar la amenorrea tras el tratamiento
como un marcador de esterilidad. Entre un 20 y 56% de las pacientes menores de
40 afos recuperan la menstruacion después de 6 meses de completar el
tratamiento, mientras que las pacientes mayores de 40 afios solamente en un 11%
de los casos (Bines J. et al.,, 1996). Esto se debe a que los foliculos en

crecimiento, sufren dafios durante el tratamiento y necesitan entre 3 y 6 meses
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para que los foliculos primordiales se recuperen y continlen con su desarrollo. Sin
embargo, la amenorrea es el Ultimo evento que tiene lugar en la evaluaciéon de un

FOP, por lo que una restauracién de la menstruaciéon no implica fertilidad.

3.1.- Tratamientos gonadotéxicos

3.1.1.- Efecto de la quimioterapia

Los agentes quimioterdpicos pueden causar dafio en el ADN y anomalias
cromosOmicas en el ovocito incrementando el riesgo de abortos y malformaciones
congénitas (Martinez et al., 2013). Estos agentes se utilizan frecuentemente en
combinacion ya que sus efectos antitumorales son adicionales, pero los efectos
adversos también se incrementan. Se ha observado que los farmacos mas
gonadotéxicos son los agentes alquilantes, como la ciclofosfamida. Se ha descrito
que una dosis acumulada de 20,4 g de ciclofosfamida en mujeres de 20-25 afios
provoca esterilidad (Meirow and Nugent, 2001). Estos agentes actldan uniéndose
al ADN evitando su replicacion y transcripcidn, siendo extremadamente
gonadotéxicos porque actlan independientemente de la fase del ciclo celular

dafiando los foliculos primordiales (Rosendahl et al., 2010).

Diferentes regimenes quimioterdpicos producen distinto grado de
amenorrea en pacientes con CM. En la tabla 2 se muestra un resumen de
diferentes estudios en los que se analiza el indice de amenorrea segin los
farmacos administrados y la duracién del tratamiento (Maltaris et al., 2008).
Alrededor de un 40% de las mujeres menores de 40 afios que reciben QT
desarrollan un FOP, mientras que en mujeres mayores de 40 afios este porcentaje

se incrementa hasta un 76% (Blumenfeld, 2002).
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Tabla 2.- Incidencia de amenorrea inducida por los tratamientos de QT mas
utilizados en CM. Se muestra diferentes estudios en los que se analiza el efecto de los
agentes QT sobre la funcion ovéarica. CMF Ciclofosfamida, Metotrexato y Fluorouracilo.
FEC: Fluorouracilo, Epirubicino y Ciclofosfamida. ACD: Adriamicina (doxorubicina),
Ciclofosfamida y Docetaxel. FAC: Fluorouracilo, Adriamicina (doxorubicina) y
Ciclofosfamida. AC-t/D: Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida y Taxol/Docetaxel.
AC: Adriamicina (doxorubicina) y Ciclofosfamida. ACT: Adriamicina (doxorubicina),
Ciclofosfamida y Taxol. FACT: Fluorouracilo, Adriamicina (doxorubicina), Ciclofosfamida
y Taxol (Maltaris et al. 2008).

Duracion tratamiento | Amenorrea definitiva | Porcentaje de

Farmaco QT Referencia

(meses) (meses) amenorrea

541 CMF 1 9 ;25::3 ::g:; Goldhirsch, 1990
387 CMF 6 gfg:jg ::g:; Goldhirsch, 1990
3,628 CMF 3-24 12 ;gg::g ::g:; Bines, 1996
359 CMF 6 ND 426 Levine, 1998
132 FEC 6 Levine, 1998
83 CMF 6 12 55,6 Goodwin, 1999
25 FEC 6 64,6 Goodwin, 1999
745 ACD 6 33 51,4 Nabholtz, 2002
746 FAC 6 Nabholtz, 2002
84 AC-T/D 6 12 13 Fornier, 2005
82 AC-T/D+tamoxifeno 17 Fornier, 2005
420 ACD 6 ND 61,7 Martin, 2005
403 FAC 524 Martin,200
503 FEC 4 120 64 Venturini, 2005
120 AC 4 36 53 Petrek,2006
168 ACT 6 42 Petrek,2006
83 CMF 8 82 Petrek,2006
38 FAC 6 NA Petrek,2006
34 FACT 6 NA Petrek,2006
19 ACD 6 45 Petrek,2006
75 AC 4 12 gﬁ:ﬁg ::g:; Tham, 2007
116 AC+TID 443 g;g:zg ::g:; Tham, 2007
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3.1.2.- Efecto de la radioterapia

Las radiaciones ionizantes producen efectos adversos en la funcion
gonadal. El grado de gonadotoxicidad dependera de la edad de la paciente, de la
dosis del tratamiento y del campo de irradiacion, siendo especialmente peligroso
para la funcién reproductora la exposiciéon de irradiacién en la pelvis, ya que
incrementa notablemente los riesgos obstétricos y neonatales (Norwitz et al.,
2001) y es capaz de producir lesiones a nivel ovarico disminuyendo la reserva
folicular (Meirow and Nugent, 2001).

La dosis estimada en que se produce una pérdida del 50% de la dotacidn
folicular es 2 Gray (Gy) (Wallace et al., 2003). La irradiacion abdominal en dosis de
20-30 Gy produce un fallo ovarico permanente en el 97% de las pacientes
mayores de 40 afios, y en un 72% de las pacientes en edad prepuberal, mientras
gue una Unica dosis de 10-15 Gy en todo el cuerpo es capaz de inducir un FOP
(Meirow et al., 2007b). Dosis menores de 10 Gy son capaces de inducir un fallo
ovarico agudo en pacientes que presentan otros factores de riesgo, como una
exposicién concomitante de agentes alquilantes y una edad avanzada, mientras

gue en pacientes puberales el riesgo es de 50-80% (Meirow et al., 2010).

3.2.- Fallo Ovarico Precoz

FOP implica un mal funcionamiento del ovario como érgano reproductor y
un cese de la funcién hormonal del mismo, asociado a problemas vasomotores,
esqueléticos, genitourinarios y cardiovasculares. Se diagnostica un fallo ovéarico
agudo cuando el cese de la funciébn ovarica ocurre durante el tratamiento

antineoplasico o en los siguientes 5 afios después del cese del mismo.

La funcién ovarica de las pacientes con cancer puede ser evaluada por
medidas indirectas como presencia o ausencia de ciclos menstruales, niveles

hormonales en sangre (Bath et al., 2002), exploraciones ecograficas en las que se
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determina el ndmero de foliculos antrales, el volumen ovérico (Larsen et al.,

2003b) y dosis y tratamientos recibidos (Wallace et al., 2005).

Los parametros clinicos pre-tratamiento como la presencia de
menstruacion, ciclos regulares o embarazo previo no reflejan exactamente el
estado de la reserva ovarica. En un estudio de 138 mujeres pre-menopausicas con
un CM localizado, la edad en el momento del diagnéstico y la QT sistémica eran

los mejores predictores de menopausia un afio mas tarde (Chemaitilly et al., 2006).

La determinacién de foliculos antrales se realiza mediante ecografia
transvaginal, pero la cuantificacion de foliculos primordiales es muy compleja. Por
ello, se utilizan marcadores indirectos que reflejen ese pool folicular en desarrollo
existente en el ovario. Los parametros indirectos mas utilizados son la
determinacion de los niveles hormonales de Hormona Foliculo Estimulante (FSH)

(en inglés “Follicle-Stimulating Hormone”), Inhibina B y AMH.

3.2.1.- Determinacién de FSH vy Estradiol

La FSH es una hormona gonadotrépica que se sintetiza y se secreta en la
glandula pituitaria anterior. Regula el desarrollo, el crecimiento, la maduracion

puberal y los procesos de maduracion ovocitaria en la mujer.

La determinacion basal de FSH se considera un marcador indirecto de la
reserva ovarica ampliamente utilizado, ya que depende de la integridad del eje
hipotalamo-hipdfisis-ovario (figura 5). Se ha observado que la capacidad predictiva
de la FSH cambia seguin la edad de la paciente. Es importante marcar unas
medidas como punto de corte, asi, se diagnostica un fallo ovarico cuando al
menos dos determinaciones de FSH se encuentran por encima de 40 Ul/ml,
independientemente de la presencia o ausencia de sangrado menstrual, ya que
éste no es indicativo de funcién ovarica. Con niveles de FSH mayores a 20 Ul/ml

hay una correlacibn negativa con la tasa de gestacion evolutiva,
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independientemente de la edad de la paciente (van Rooij et al., 2004). Algunos
autores han demostrado que elevaciones moderadas de FSH (definidas de 10-
11,4 Ul/ml) son dificiles de interpretar (Esposito et al., 2002). Una limitacién de la
determinacion de la FSH es la variabilidad significativa entre los distintos ciclos
(Scott et al.,, 1990). Ademas, se ha observado que pacientes con una reserva
ovarica limitada presentan una mayor variabilidad en los niveles basales de FSH

entre ciclos (Kwee et al., 2004).

Una fase folicular corta en mujeres de més edad puede ser debida a un
mayor reclutamiento folicular por ciclo. La seleccion del foliculo dominante se
asocia con una alta concentracion de Estradiol (E2) en los primeros dias del ciclo
menstrual (Licciardi et al., 1995). En tratamientos de reproduccion asistida, se ha
observado que en las pacientes que presentan un valor elevado de E2 en el tercer
dia de ciclo, se recogen menos ovocitos y presentan una menor tasa de gestacion
(Licciardi et al., 1995; Smotrich et al., 1995).

El valor predictivo de la determinacion basal de E2 conjuntamente con la
FSH basal aumenta con la edad de las pacientes (Buyalos et al., 1997). Sin
embargo, son necesarios mas estudios al respecto para establecer un significado

claro de los niveles de E2 como marcadores de reserva ovarica.

GnRH

Figura 5.- Esquema del eje
hipotalamo-hipofisis-

ovario. El hipotalamo libera
la hormona GnRH que actia
sobre la hipdfisis estimulando
la liberacion de las hormonas
FSH y LH. FSH actia sobre
los ovarios estimulando el
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3.2.- Determinacién de inhibinas

Las inhibinas y activinas son glucoproteinas que pertenecen a la
superfamilia de los factores de crecimiento y diferenciacién. Las activinas actian
como antagonistas funcionales de las inhibinas, estimulando la sintesis y
secrecion de FSH (Muttukrishna and Knight, 1991). La inhibina suprime
selectivamente la secrecion de FSH, mientras que la activina la estimula
(Muttukrishna and Knight, 1990).

Los niveles de inhibina A son bajos en la fase folicular mientras que
aumentan de manera significativa en la fase litea, ya que es producida
fundamentalmente por los foliculos maduros y por el cuerpo liteo (Roberts et al.,
1993). Por el contrario, la inhibina B se secreta fundamentalmente por los foliculos
preantrales en la fase folicular inicial, alcanza un pico en la mitad de la fase
folicular media, coincidiendo con el descenso de los niveles de FSH (Groome et
al., 1996; Klein et al., 1996; Blumenfeld, 2002).

En mujeres con FOP con algun ciclo ovulatorio, los niveles
persistentemente elevados de FSH se acompafan de niveles bajos de inhibina A 'y
B (Welt et al.,, 2005). En distintos estudios se ha demostrado que existe una
correlacion entre la inhibina B y otros marcadores de reserva ovarica. Hay
evidencias de que los niveles basales de inhibina B se correlacionan con la
cohorte folicular (Elting et al., 2001) y con el nimero de ovocitos (Eldar-Geva et al.,
2002). Estudios realizados con la inhibina A también demuestran que existe

correlacién entre sus niveles y la respuesta ovarica (Casper et al., 2001).

3.3.- Determinacién de la hormona Antimulleriana

AMH forma parte de la superfamilia de los factores de crecimiento y
diferenciacion. Se cree que es secretada por las células de la granulosa de los

foliculos preantrales y por los pequefios foliculos antrales (figura 6). Las células de
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la pregranulosa del pool de foliculos primordiales no expresan AMH hasta que son
reclutadas para iniciar el crecimiento y desarrollo, que empieza inmediatamente a
producir AMH (figura 6) (Hirobe et al., 1992; Durlinger et al., 2002). Por otra parte,
la produccion de AMH cesa a medida que avanza el crecimiento y el desarrollo
folicular. Asi pues, parece que no se produce secrecion de AMH en los foliculos
antrales de mayor tamafio, en los periovulatorios ni en el cuerpo lateo, asi como
en los foliculos que inician los fenémenos de atresia. Tampoco hay secrecion en el
ovocito y en las células intersticiales del ovario (Hirobe et al., 1992; Durlinger et al.,
2002).

El pool folicular en crecimiento esta relacionado con el pool del resto de
foliculos primordiales. La reserva ovarica, los foliculos antrales observados
mediante ecografia y los niveles de AMH en sangre disminuyen con la edad.
Mujeres con muchos foliculos pequefios o con ovarios poliquisticos presentan un
valor sérico de AMH alto. Mientras que mujeres cerca de la menopausia presentan
niveles bajos de dicha hormona. Un valor normal de AMH en sangre es > 1ng/ml,
valores altos se consideran >3 ng/ml (sindrome ovario poliquistico). Valores del
rango de 0,7-0,9 ng/ml se consideran bajos pero dentro de la normalidad y de

0,3 a 0,6 ng/ml se consideran bajos y valores menores a 0,3 muy bajos.

FSH
2
AMH AMH o | ,
1 A -~
Primordial Primario Preantral Antral

Figura 6.- Esquema de la produccidon de AHM en los foliculos. La produccién
de AMH es mayor en las etapas preantrales del desarrollo folicular. AMH se
produce en los foliculos primarios y preantrales. Los foliculos primordiales que no
iniciaron su crecimiento no secretan hormona AMH, pero el numero de foliculos
que comienzan su crecimiento esta relacionado con el nimero de foliculos
primordiales del pool folicular, por lo que los niveles de AMH séricos son
indicativos de la reserva ovarica (Zec et al. 2011).
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La hormona AMH se puede considerar como un factor de crecimiento que
actua sobre los foliculos primordiales en crecimiento, y como un indicador del pool
de foliculos independientes de la hormona FSH (Meirow et al., 2007a). Se ha
demostrado una asociacion entre los niveles basales bajos de AMH y una baja
respuesta en los tratamientos de Fecundacion In Vitro (FIV) (van Rooij et al.,
2002). Ademas, los niveles iniciales de AMH estan correlacionados con la
respuesta ovérica en pacientes de FIV con niveles de FSH dentro del rango de
normalidad (Seifer et al., 2002).

Aungue los niveles séricos de AMH no son el unico marcador de la reserva
ovarica, sus niveles a lo largo del ciclo menstrual fluctGan muy ligeramente (Cook
et al.,, 2000), lo que la convierte en una ventaja afiadida en la busqueda del
marcador ideal de la reserva ovarica. Sin embargo, la interpretacién de los niveles
circulantes de AMH ha abierto un campo de discusién y analisis que dista de haber

obtenido respuestas concluyentes y genera cierta controversia.

4.- Preservacién de la Fertilidad en pacientes oncoldgicas

En la actualidad, existen varias opciones para preservar la fertilidad y
conservar la funciébn ovarica en pacientes con riesgo de desarrollar FOP

relacionado con el tratamiento antineoplasico (figura 7).
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Estrategias de preservacion de la fertilidad en
pacientes con cancer

Bajo riesgo de Alto riesgo de
dano ovarico dafo ovarico

I
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Trasposicion || Quimioterapia Quimioterapia no Criopreservacion de
ovarica se puede se puede retrasar tejido ovarico
retrasar (4-6 (4-6 semanas) I
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I I
/_.I_\ | Maduracion in vitro I | Trasplante |

Criopreservacion Criopreservacion Criopreservacion
de tejido ovarico ovocitos/embriones  [—>| de tejido ovarico

I—I_I

Tumor sensible Tumor resistente
a estrégenos a estrogenos
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Estimulacion Estimulacion Estimulacion
ovarica con ovarica con ovarica
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Figura 7.- Estrategias a seguir para la preservacion de la fertilidad en pacientes
con cancer. Las opciones de las pacientes varian dependiendo del dafio ovarico
esperable a causa del tratamiento a recibir, el tipo de cancer, el tiempo disponible, la
edad y la sensibilidad del tumor a estrégenos. Imagen modificada de (Sonmezer, Oktay
2004).

4.1.- Analogos de hormona liberadora de gonadotropina

El uso de anédlogos de hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) (en
inglés “Gonadotropin-Releasing Hormone”) como estrategia para preservar la
fertilidad en pacientes oncoldgicas es controvertido. GnRH podria proteger frente a
los efectos toxicos de los tratamientos antineoplasicos creando un estado
hipogonadotropo similar a la etapa puberal, siendo posible la proteccion de los

foliculos en crecimiento; pero éstos solo constituyen el 10% de la poblacion
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folicular, por lo que el uso de analogos de la GnRH supondria una proteccion a
corto plazo (Oktay et al., 1997). Sin embargo, no existen evidencias de que haya
receptores para GnRH en los foliculos primordiales ni preantrales. Ademas, el
tratamiento con GnRH podria provocar una disminucion de la respuesta a la QT,
ya que detiene las células en fase GO del ciclo celular, convirtiéndolas en menos

sensibles a la QT.

Se han llevado a cabo varios estudios en humanos que certifican el efecto
protector de los agonistas de GnRH, pero son estudios de pequefio tamafio
muestral y no aleatorizados. En un estudio en el que mujeres con CM recibieron
GnRH junto con la QT versus pacientes que no recibieron GnRH, observaron que
el FOP fue menor en el grupo en el que administraron GnRH (11,4% contra 66,6%
respectivamente), demostrando que el tratamiento antineoplasico combinado con
GnRH puede preservar la funcién ovarica en mujeres menores de 40 afios. Sin
embargo, el periodo de seguimiento de este estudio fue demasiado corto (Badawy
et al., 2009). En un meta-andlisis realizado a partir de 11 estudios prospectivos (3
aleatorios y 8 no-aleatorios), el co-tratamiento con GnRH durante la QT parece
estar asociado con el incremento del mantenimiento de la funcién ovarica después
del tratamiento (Kim et al., 2011). Sin embargo, el analisis individual de los 3
estudios aleatorizados no muestra diferencias significativas entre el grupo que se
administra GnRH y el control (Kim et al., 2011). Por lo que se requiere un estudio
prospectivo aleatorizado mayor para determinar la funcion de GnRH en la

proteccion de la funcién ovarica.

4.2.- Transposicion quirdrgica de los ovarios

La transposicién quirtrgica de los ovarios fuera del campo de irradiacion
puede preservar la funcion ovarica y debe de ser una técnica a considerar en
mujeres en edad reproductiva con enfermedades malignas pélvicas antes de

recibir la radiacion. Se trata de una técnica que se realiza desde hace mas de 3
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décadas para la preservacién de la funcién ovarica en pacientes con enfermedad

de Hodgkin antes de la irradiacion de los ganglios (Ray et al., 1970).

La transposicion ovarica puede realizarse por laparotomia durante el
tratamiento quirargico propio de la enfermedad o mediante laparoscopia antes de
recibir la radiacién. Este procedimiento puede reducir el dafio causado por la RT
pero no protege contra el dafio causado por la QT sistémica (Meirow and Nugent,
2001).

El mantenimiento de la funcion ovarica no se puede asegurar en todos los
casos. A pesar de la transposicion ovarica fuera del campo de irradiacion, la dosis
media de radiacidn que recibiria es 1,75 Gy. Se ha observado que en pacientes
menores de 40 afios en las que se ha aplicado esta técnica antes de la radiacion

pélvica no sufrieron FOP (Clough et al., 1996).

La transposicion ovarica mediante laparoscopia es un procedimiento
importante en mujeres en edad reproductiva antes de recibir la radiacion pélvica.
Esta operacion es altamente efectiva, pero no se debe subestimar el
procedimiento quirdrgico, que puede traer consigo complicaciones de
vascularizacion, pérdida folicular y formacion de quistes ovéricos (Meirow and
Nugent, 2001).

Si los ovarios son trasladados a una posicion abdominal se puede lograr
una gestacion espontanea, sin necesidad de someterse a una segunda cirugia de
reubicacién de los ovarios a una zona pélvica. Ademdas esta técnica puede
practicarse sola o en combinaciéon con otras técnicas de Preservaciéon de la
Fertilidad (PF) (Martin et al., 2007).

4.3.- Criopreservacion de embriones

La criopreservacion de embriones es una de las técnicas, junto a la

criopreservacion de ovocitos, clinicamente bien establecida y no experimental, con
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una tasa de recién nacidos vivos elevada. Las tasas de supervivencia para
embriones congelados son entre el 35 y 90%, el indice de implantacion entre el 8 y
30% vy el indice de embarazo acumulativo es mayor a 60% (Senn et al., 2000;
Wang et al., 2001; Son et al., 2003).

Esta técnica es una de las primeras opciones para la PF pero requiere de
una estimulacion ovarica para la obtencién de ovocitos, que supone una demora
en el inicio del tratamiento antineoplasico de 2 a 5 semanas. Este tiempo puede
considerarse excesivo para pacientes que deben iniciar su tratamiento
inmediatamente. Ademas, el hecho de criopreservar embriones requiere que la
paciente tenga una pareja estable. En nifias y adolescentes no seria posible, y en

personas sin parejas, el uso de donantes de semen seria controvertido.

En el CM, en general, hay un periodo de 6 semanas entre la cirugia y el
inicio de la QT, que seria el periodo idoneo para realizar la PF mediante esta
técnica. Sin embargo, la hiperestimulacion realizada en los ciclos de FIV conlleva
un aumento de los niveles de E2 10 veces mas altos que el pico obtenido en un
ciclo natural y no es recomendado en algunos tipos de CM (Sonmezer and Oktay,
2004). La estimulacion ovérica requiere del uso de gonadotropinas que estan
contraindicadas en neoplasias hormono-dependientes como es el caso del CM,

debido a la elevacion producida de los niveles de estrégenos.

En algunos casos, la estimulacion ovarica en pacientes con CM se puede
realizar con tamoxifeno, que es un estimulador selectivo de los RE, o letrozol, que

es un inhibidor de la aromatasa, solo o combinados con FSH (Oktay et al., 2005).

Aunque el tamoxifeno incrementa los niveles de E», este farmaco puede
bloquear los efectos de los niveles suprafisiolégicos de los niveles de estrégenos
en el tejido mamario e inhibe el crecimiento de los tumores mamarios debido a una
competicion antagonista del estrégeno por el receptor. De hecho, los niveles
medios de Ez son crénicamente elevados en pacientes con CM con un tratamiento

de tamoxifeno durante largo tiempo y pueden llegar a ser mayores que los niveles

27



I-Introduccién

observados en pacientes sometidas a estimulacion ovarica con tamoxifeno
(Shushan et al., 1996; Klijn et al., 2000).

El letrozol es un inhibidor de la aromatasa de tercera generacién que fue
desarrollado a principios de los afios 90. Inhibe de forma competitiva la actividad
de la enzima aromatasa y tiene una vida media de 48 horas (Pfister et al., 2001).
Suprime significativamente los niveles de Ez en plasma. Recientemente se han
testado a los inhibidores de la aromatasa como agentes inductores de la ovulacién
gue presentan beneficio solo o en combinacion con FSH. El letrozol es el farmaco

de eleccion para bajas respondedoras (Mitwally and Casper, 2002).

Con todo ello hay que considerar una problematica ética y legal sobre la
acumulacion y destino final de embriones obtenidos de pacientes que se
someteran a un tratamiento de QT o RT, ya que puede ocurrir que esas pacientes

no sobrevivan a la enfermedad.

4.4.- Criopreservacion de ovocitos inmaduros y maduros

La criopreservacion de ovocitos es la técnica mas comdn en PF. No es
necesario tener pareja ni el uso de semen de donante evitando asi problemas
morales, religiosos y legales. En este caso se criopreservarian los ovocitos tanto
en su forma inmadura como madura. El indice medio de supervivencia es de
68,4% y el indice de fecundacion de 48,5% desde ovocitos vitrificados (Sonmezer
and Oktay, 2004).

Los ovocitos inmaduros se encuentran en fase de diploteno de la profase |
de la meiosis, lo que se denomina vesicula germinal. En este estadio son menos
susceptibles al dafio por congelacién que el ovocito maduro por su menor tamafo,
su baja tasa metabdlica y el estadio del ciclo celular. La ausencia del huso
meidtico y la presencia de una membrana nuclear que protege la cromatina,

garantiza la ausencia de anomalias citogenéticas durante las divisiones celulares
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posteriores (Hutt and Albertini, 2007). Ademas la criopreservacion de vesiculas
germinales no requiere de estimulacion ovérica, lo que supondria un gran
beneficio para pacientes con CM que no pueden retrasar el tratamiento o que
presentan un tumor RE+. Aunque existen ventajas tedricas para criopreservar
estadios inmaduros de los ovocitos, en la actualidad existen dificultades para
conseguir una Maduracion In Vitro (MIV) coordinada del nucleo y del citoplasma
(Goud et al., 2000; Wu et al., 2001). Después de un proceso de MIV de las
vesiculas germinales criopreservadas, se observa anormalidades en el huso y una

condensacion prematura y parcial de los cromosomas (Park et al., 1997).

En la actualidad, gracias a la técnica de vitrificacion de ovocitos, la tasa de
supervivencia tras la desvitrificacion es del alrededor del 95% y la tasa de

fecundacion es similar a la obtenida con ovocitos en fresco (Kuwayama, 2007).

La criopreservacion de ovocitos es una estrategia atractiva y muy recurrida
para la PF, ya que no requiere cirugia ni es necesario que la paciente tenga
pareja, pero esta técnica implica que tenga que someterse a un ciclo de
estimulacion ovarica previa a la FIV. Muchas pacientes oncoldgicas no tienen
tiempo para completar un ciclo de estimulacion ovarica antes de iniciar el

tratamiento frente al cancer.

4.5.-Criopreservacion de tejido ovarico

La criopreservacion de CO es una técnica que puede realizarse muy
rapidamente, sin retrasar el inicio de los tratamientos oncol6gicos. Es la Unica
opcién en pacientes prepuberales. No requiere de estimulacién ovérica previa, por

lo que pacientes con cancer hormono-dependiente pueden beneficiarse de ella.

Esta técnica ademas, con su posterior ortotrasplante, permite restablecer
la funcidn ovarica, es decir, mantener la capacidad reproductiva o exocrina y la

produccion hormonal o endocrina en el 93% de los casos (Donnez et al., 2013). El
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lugar de reimplante ortotopico puede ser en una ventana peritoneal creada cerca
del hilio ovérico (Donnez et al., 2006; Demeestere et al., 2007; Roux et al., 2010;
Donnez et al., 2011), o en la Médula Ovarica (MO) (Schmidt et al., 2005; Donnez
et al., 2006; Donnez et al., 2008; Donnez et al., 2010; Silber et al., 2010; Donnez
et al., 2013).

Con esta técnica se conservan muchos foliculos primordiales in situ que
contienen ovocitos arrestados en fase de diploteno de la primera division meidtica.
Los foliculos son de pequefio tamafio y quiescentes, y los ovocitos que contienen
no tienen zona peldcida ni granulos corticales, lo que les confiere mayor tolerancia
a los procesos de congelacion-descongelacién que los foliculos maduros, por ello,
se ha observado que el 70-80% de los foliculos sobreviven a los procesos de
congelacion-descongelacién (Newton et al.,, 1996). Hasta el momento, la
maduracion de estos foliculos primordiales ha de realizarse in vivo, ya que los
mecanismos de MIV todavia presentan muchas limitaciones. Por lo tanto, se debe
reimplantar la CO como soporte, almacenamiento y transporte de esos foliculos
primordiales (Kim, 2006).

La extraccion de tejido ovérico requiere de un procedimiento quirdrgico,
realizado normalmente mediante laparoscopia (figura 8), en el cual se extrae el
ovario entero o un fragmento de éste. Se realiza una ooforectomia completa
cuando el riesgo de FOP es muy elevado. En ocasiones, por motivos de logistica
no se puede realizar la criopreservacion del tejido inmediatamente posterior a su
extraccion, por lo que se realizaron estudios de viabilidad de ese tejido pasado un
tiempo de su extraccién. Se ha observado que el transporte de tejido ovarico a
4 °C durante 24 horas no parece influir negativamente en la viabilidad folicular
(Parmegiani et al., 2010; Dittrich et al., 2012).
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Figura 8.- Extracciéon de tejido ovarico
mediante laparoscopia. En la fotografia
se muestra una ovariotomia parcial. Si el
riesgo de FOP es muy elevado se extrae
el ovario completo (von Wolff et al. 2009).

El tejido ovarico se corta en fragmentos y puede criopreservarse mediante
técnicas de congelacion lenta o mediante vitrificacion. El grupo de Parkers, en
1954, realiz6 los primeros intentos de conservacion y posterior trasplante del tejido
ovarico (Parkes and Smith, 1954). Esta técnica fue abandonada durante 30 afios
porque no suscité demasiado interés. En 1994, el grupo de Gosden consiguid
restaurar la fertilidad tras un autotrasplante de CO criopreservada de oveja, cuyo
ovario es el mas semejante a la estructura del ovario humano (Gosden et al.,
1994; Salle et al., 2002). El descubrimiento de los actuales agentes crioprotectores
y el avance en la tecnologia de la criopreservacion (Oktay et al., 2001) desperto el

interés en esta técnica, especialmente como una estrategia para la PF.

La criopreservacion de CO no es sencilla debido a su composicién de
diferentes tipos celulares (células del estroma, foliculos formados por ovocitos,
células de la granulosa y de la teca, vasos sanguineos y nervios del tejido
ovarico). La criopreservacion mediante congelacion lenta se realiza en una
solucion acuosa con diferentes solutos presentes. A medida que se produce un
descenso de la temperatura se forman nucleos de hielo en el medio extracelular,
dejando los solutos progresivamente mas concentrados en la fraccién liquida. Las
células en suspensién deben deshidratarse para mantener el equilibrio osmético
con un medio extracelular cada vez mas hiperténico (Boiso, 2001). El agente

crioprotector debe penetrar de manera uniforme a través del estroma, de las
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células de la granulosa y de los ovocitos, pero al mismo tiempo, se debe evitar la
toxicidad asociada al crioprotector (Fuller and Paynter, 2004; Hovatta, 2005). El
método estandar para criopreservar CO es un programa de congelacién lenta
usando un medio con agentes penetrantes de bajo peso molecular que contenga
albimina humana sérica con propanodiol, Dimetilsulféxido (DMSO) o etilenglicol
como agente crioprotector combinado con sucrosa (Hovatta et al., 1996; Newton et
al., 1996; Gook et al., 1999). Ademas, en los Ultimos afios se esta trabajando para
mejorar las estrategias de vitrificacion de tejido ovérico. Las principales diferencias
entre la vitrificacion y el protocolo de congelacion lenta son el proceso de
congelacion y la concentracién del crioprotector utilizado. La diversidad de tipos
celulares y la alta densidad celular dificultan la técnica de vitrificacién. Aunque
recientemente se han publicado estudios en los que muestran que la vitrificacion
pudiera ser mas efectiva (Hovatta, 2005), hasta el momento, todos los embarazos
obtenidos mediante esta técnica provienen de CO criopreservada mediante

congelacion lenta, ya que este es el método estdndar (Dittrich et al., 2012).

Hasta la fecha, se realizaron 60 reimplantes que dieron lugar a 30 recién
nacidos vivos después de un trasplante de CO descongelada (Donnez et al.,
2013). La edad de la paciente y la reserva ovarica inicial son factores cruciales
para el éxito de la técnica. Pacientes mayores de 40 afios no son buenas
candidatas para la criopreservacion de tejido ovarico ya que el indice de embarazo
después del trasplante es extremadamente bajo (von Wolff et al.,, 2009). La
valoracion rutinaria de la reserva ovarica con test endocrinos asi como una
ecografia mediante ultrasonidos pélvicos (contaje de foliculos antrales) son la guia
para la decision clinica. Pacientes con niveles menores de 0,3 ng/ml de AMH en
suero no son buenas candidatas para la criopreservacion de tejido ovarico (Kim et
al., 2011).

La recuperacion de la actividad ovarica se suele conseguir entre los tres

meses y medio y los seis meses y medio después del reimplante, detectandose un
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aumento de los niveles de E2 y una disminucion de FSH a una media de 4,5

meses (Donnez et al., 2013).

5.- Riesgo de contaminacién en el tejido ovarico con células malignas

La criopreservacion de CO en pacientes con cancer se realiza con el fin de
poder ser reimplantado cuando la paciente esté libre de enfermedad oncolégica.
La posibilidad de que existan células malignas en la CO criopreservada no
detectadas constituye un riesgo a la hora del reimplante de tejido ovarico en la

paciente, ya que podria ocasionar una reactivaciéon de la enfermedad maligna.

La mayoria de los canceres mas frecuentes en mujeres en edad
reproductiva (linfoma de Hodgkin y no Hodgkin, tumor de Wilm’s, sarcoma de
Ewing) tienen un riesgo muy bajo de metastatizar en el ovario. Sin embargo, los
tumores hematolégicos como las leucemias o el linfoma de Burkitt y algunos
tumores sélidos de mama y colon en estadio avanzado presentan un riesgo mayor
(Chu et al., 1981; Wyld and Lilleyman, 1983; Yada-Hashimoto et al., 2003).

La incidencia de la aparicién de metéstasis en ovario a partir de un CM es
de 4.5% (Ferlicot et al., 2004). Sin embargo, la ausencia de evidencias clinicas y
radiologicas de metastasis distante (estadio Il o0 menor) hace que la probabilidad

de que el ovario esté afectado sea muy baja (Oktay and Sonmezer, 2004).

Recientemente, se han llevado a cabo varios estudios sobre la deteccion
de metastasis mediante técnicas inmunohistoquimicas (IHQs), reaccién en cadena
de la polimerasa cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) (en inglés “Real Time
quantitative Polymerase Chain Reaction”) y modelos in vivo en CO criopreservada
de pacientes oncologicas, especialmente en leucemias, ya que el riesgo de
reintroducir células malignas con el reimplante de CO es muy elevado (Rosendahl
et al., 2013). En la tabla 3 se muestra un resumen de los estudios mas

representativos en la busqueda de células malignas en CO criopreservada.
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Tabla 3.- Resumen de los estudios de deteccion de células malignas en CO
criopreservada en pacientes con cancer. En la primera columna se muestra el autor y
afo de cada trabajo. En la segunda columna se muestra la patologia que presentan las
pacientes que acuden a la PF (CM, leucemia o Sarcomas). Se presenta también el
rango de edad de las pacientes bajo estudio. Respecto a la metodologia utilizada en
cada trabajo, se indica si se usaron marcadores moleculares (RT-PCR), marcadores
IHQs y estudios in vivo en animales murinos (tipo de raton inmunodeficiente, lugar del
implante y semanas de experimento). Ademas se indican los marcadores utilizados en
cada caso. En la ultima columna se muestra a modo de resumen el resultado obtenido
respecto a la presencia/ausencia de células malignas en el tejido ovarico.

Media edad| Marcadores |Marcadores| Estudios

(rango) In vivo Resultados

Patologia

Sanchez- (Stela] il
Saniie oM 100 19-39 _ MGB1 _ Auser_lc:a f.ie celu@stumorgles
2009 WT-1 en biopsia de tejido ovarico
CAMS.2
Azem . . Ausenciade célulastumorales
2010 2, 13 20 - EE histologia - en biopsia de tejido ovarico
CK7,
Rosendhal CK-aecam, _ Ausencia de célulastumorales
2011 G 0 e acsS - CA125, enbiopsia detejido ovarico
WT1
R;'é’rss Ausencia de célulastumorales
por IHQ.
Luyckx oy 43 1735 MGB2 MUC1, — Abdomeny . o isnpositiva de MGB2
2013 GCDFP15 peritoneo 5
en 4 CO criopreservaday 1
24 semanas >
después de xenotrasplante
Ausenciade célulastumorales
Meitow por histologia. Resultado

leucemia 8 19-29 BRA-ABL - - positivopara 1 paciente

Attt mediante RT-PCR (solo
analizan 2 LMC)
ELA: Histologiae
el Gk inmunohistoquim%ca norevelan
Rosendhal 0 EEEE M elonfe infiltracion de célulasmalignas
Leucemia 26 2-31 LMC: CD20 -
F&S 2010
ek el PCR detecta células
SRl Ll leucémicas en tejido ovarico
MPO
Histologiae
Ratones inmunohistoquimicano revelan
Dolmans | .\ cemia 18 231 E2A-PBX1 H-E SCID infiltracion de células malignas
2010 peritoneo
24 semanas PCR detecta células
leucémicas en tejido ovarico
CD34
Tdl Ratones
Greve Leucemia TEL-AML1 CleTer. NMRI-NUDE Ausenciade célulastumorales
2012 compistay g2 el ETV6-RUNX1 ohs Subcutaneo  en biopsia de tejido ovarico
remision CD117
20 semanas
MPO
CD163
Ratones
Greve Sarcomas 16 7.30 EWS-FLI1 H-E NMRI-NUDE Ausenciade célulastumorales

2013 (Edwing) Subcutaneo  en biopsia de tejido ovarico

20 semanas
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Un estudio de Meirow en el que se analiz6 mediante histologia 8 muestras
de CO de pacientes con Leucemia Mielode (LM) no revela infiltracién neoplasica
en el tejido. En este mismo estudio analizaron 2 muestras mediante RT-qPCR y
una de ellas mostré la presencia de células malignas en el tejido analizado
(Meirow et al., 2008).

Rosendahl y colaboradores, en el afio 2010, analizaron la CO
criopreservada de 26 pacientes con leucemia, mediante técnicas histolégicas y
moleculares. No encontraron células malignas mediante las técnicas histoldgicas,
pero si fueron detectadas mediante técnicas moleculares (Rosendahl et al., 2010).
Los resultados obtenidos muestran que las técnicas moleculares son mucho mas
sensibles que las histolégicas y es necesario un estudio molecular del tejido

ovarico criopreservado para verificar la presencia o ausencia de células malignas.

Dolmans y colaboradores llevaron a cabo un estudio mas exhaustivo
incorporando experimentos in vivo para la comprobacion de la existencia de
células malignas en el tejido ovérico criopreservado. Analizaron la CO
criopreservada de 18 pacientes leucémicas [6 con Leucemia Mieloide Crénica
(LMC) y 12 con Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)]. Nueve de los casos
estudiados (2 de LM y 7 de LL), con marcadores moleculares disponibles para
esta patologia, resultaron ser positivos indicando la presencia de células malignas
en el tejido ovarico. Mediante técnicas tradicionales de deteccion de metastasis
como es la IHQ no se detectaron células malignas en ninguno de los casos.
Ademas observaron que la QT antes de la criopreservacion de tejido ovarico no

excluye de la contaminacidn con células malignas (Dolmans et al., 2010).

En un estudio realizado por Greve y colaboradores se ha observado que
pacientes con leucemia en completa remisién no presentan aparentemente células
malignas en el tejido ovarico. Se han realizado estudios in vivo de 25 pacientes
con leucemia en remisioén, tanto antes del xenotrasplante a ratones como pasadas

20 semanas, mediante técnicas histologicas, IHQs y moleculares. Ninguno de los
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trasplantes revelé signos de enfermedad, ni en la pieza de tejido ovarico
trasplantado ni en 6érganos murinos evaluados (Greve et al., 2012). Con estos
resultados se sugiere que la criopreservacion de tejido ovarico en pacientes con
leucemia en remision podria estar indicada. Mas tarde el mismo grupo llevé a cabo
el analisis de CO procedentes de 16 pacientes con sarcoma (9 con sarcoma de
Edwing, 4 con osteosarcoma, 2 con sarcoma sinovial y 1 con condrosarcoma)
mediante técnicas histologicas, IHQs y moleculares. En ninguno de los casos
encontraron contaminacién de células tumorales en el tejido ovérico

criopreservado (Greve et al., 2013).

En el caso del CM se han publicado diversos articulos acerca del analisis
de la seguridad en el trasplante de tejido ovarico (Sanchez-Serrano et al., 2009;
Azem et al., 2010; Rosendahl et al., 2011b; Luyckx et al., 2013). En total, mas de
177 biopsias de cortezas ovaricas y seis biopsias enteras de CO, de 140 pacientes
con CM, que tenian tejido ovarico criopreservado, han sido examinadas mediante
histologia, combinada o no con técnicas IHQs, sin evidencia de contaminacion por
células malignas. Aunque la histologia sigue siendo la técnica estandar en el
diagnostico del CM, se ha demostrado en el caso de las CO procedentes de
pacientes con leucemia que las técnicas histoldgicas e IHQs no son lo
suficientemente sensibles para la deteccién de micrometastasis. Por lo que los
nuevos métodos moleculares presentes actualmente en la medicina ofrecen

enfoques nuevos y mas precisos para el diagndstico y tratamiento del CM.
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6.- Métodos para excluir metastasis ovarica. Seguridad del trasplante

de tejido ovarico

Para que el método de trasplante de CO criopreservada sea fiable y
seguro es necesario el uso de técnicas sensibles para la deteccion de alguna
célula maligna en ese tejido. Para ello, se han propuesto tres enfoques diferentes

de analisis:

1.- Analisis mediante imagenes como la ecografia y escaner (TAC):
Este procedimiento debe realizarse en todas las pacientes antes de la
extraccion de tejido ovarico con el objetivo de excluir una patologia ovéarica
macroscopica. Ademas, un fragmento pequefio de tejido ovarico fresco
debe ser evaluado mediante técnicas histolégicas para la determinacién
de la presencia de suficientes foliculos primordiales y la presencia de

células malignas en el tejido.

2.- Analisis mediante IHQ y RT-gPCR: el uso de estas técnicas es muy
Gtil para excluir la presencia de células malignas individuales. La
aplicacion de técnicas moleculares ha demostrado una mayor sensibilidad

en la deteccion de células malignas ocultas.

3.- Trasplante modelo in vivo: El xenotransplante de pequefias piezas de
tejido ovarico congelado y descongelado en ratones inmunodeficientes es
un método muy efectivo para la deteccion de residuos minimos de células
metastaticas. También contribuye a la evaluacion del potencial de
desarrollo del tejido ovéarico almacenado antes de un posible trasplante,
que bien puede ser analizado mediante cultivo celular (Isachenko et al.,
2006) o por xenotrasplante (Maltaris et al., 2006). Sin embargo, el andlisis
mediante xenotrasplante de cada una de las pacientes que acuden al
programa de PF no es viable, ya que requiere de instalaciones especificas

que no se encuentran en los hospitales, personal cualificado y mucho
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tiempo de andlisis. Por lo que éste no es un método que se pueda

implantar de forma rutinaria en la practica clinica.

6.1.- Métodos moleculares

El uso de las técnicas de genOmica y prote6mica podrian ser la
herramienta definitiva de diagndstico de micrometastasis, tal y como describen los
estudios de Roshendal (Rosendahl et al., 2010) y Dolmans (Dolmans et al., 2010).
Ambos demuestran que en la CO de las mujeres afectadas por leucemia, donde la
deteccion de células malignas mediante técnicas de IHQ y de morfologia dieron
resultado negativo, existian células malignas que solo eran detectadas cuando el

analisis se realizaba por RT-gPCR.

Se conoce como marcadores de CM aquellos que nunca se expresan en
tejido sano o en niveles muy residuales. Por todo lo expuesto anteriormente se
plantea la necesidad de desarrollar un test diagnéstico en el que se analice la
expresion génica de genes especificos de CM y metastasis para la deteccién de

células malignas ocultas en el tejido ovérico criopreservado de estas pacientes.

Existen una serie de genes especificos de proliferacion celular, de CM y/o
cancer de ovario, relacionados con procesos de apoptosis que podrian ayudar a
diagnosticar con una mayor sensibilidad y especificidad la presencia de metéastasis

ocultas en tejido ovarico de CM.

6.1.1.- “Gross Cystic Disease Fluid Protein-15" (GCDFP15)

GCDFP15 se considera un marcador especifico de CM. La proteina
GCDFP15 también denominada "PIP" es una glucoproteina secretora compuesta
por 146 amino4cidos, monomeérica, con 15 kDa. Se encuentra en el cromosoma 7,

en la localizacion 7932-g36. Este gen presenta una longitud de 7 kb y esta
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formado por 4 exones de una longitud desde 106 pares de bases (pb) a 223 pb
(Myal et al., 1989; Myal et al., 1991).

Se trata de una proteina pequefia muy especifica y sensible de
diferenciacion apocrina (Jones et al., 2001). Actia como una proteasa de
aspartato que tiene como sustrato a la fibronectina (Caputo et al., 2003). Es una
proteina inducible a la prolactina que se sobre-expresa en CM y, en contraste, no
se expresa en tejido mamario sano (Luo et al., 2013). También se expresa en
algunos dérganos exocrinos como las glandulas salivares y lagrimales. Se ha
observado en tejido conectivo, en el ojo, laringe, faringe, trdquea, musculo,
préstata, en tumores de cuello y cabeza, y en tumores de tejido muscular
(Mazoujian et al., 1983; Haagensen et al., 1990; Clark et al., 1999; Liu et al., 2004;

Tian et al., 2004; Genes-to-Systems Breast Cancer Database, 2013).

GCDFP15 se utiliza para la deteccion del CM y para el seguimiento de su
progresion y de metéstasis. Su expresion se ha identificado en la mayoria de las
biopsias de CM (Myal et al., 1998; Clark et al., 1999). Mediante métodos
inmunohistoquimicos se demostré que la expresion de GCDFP15 puede ser
detectada en un 70-90% de los CM y en un 80% de sus metastasis. Ademas la
presencia de GCDFP15 en tumores metastaticos de origen desconocido indica
que provienen de una enfermedad mamaria (Wick et al., 1989). Se correlaciona
con el estado de los receptores hormonales. Los andrégenos, estrogenos y
glucocorticoides regulan la expresion de GCDFP15 (Murphy et al., 1987).

La expresion de GCDFP15 se asocia con tumores de CM de buen
prondstico y de subtipos de grado bajo. No presenta una sensibilidad alta para la

deteccion de tumores de peor prondstico (Luo et al., 2013).
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6.1.2.- Mamaglobina 1 (MGB1)

MGB1 es uno de los marcadores utilizados por excelencia en el
diagnéstico de CM. La proteina MGB1 pertenece a la superfamilia de
secretoglobinas (Klug et al., 2000), que son un grupo de proteinas pequefas,
secretoras, raramente glucosiladas, y diméricas. Suelen expresarse en tejidos
mucosos y estan involucradas en procesos de sefializacion, respuesta inmune,
quimiotaxis y actian de mensajeros de hormonas esteroides humanas (Lacroix,
2006).

El gen MGB1 se encuentra en el cromosoma 11 en la localizacion
11g12.3. Contiene 3 exones que codifican una proteina compuesta de 93
aminoacidos con un péptido sefial de 19 aminoacidos y con una masa molecular
total de 10,5 kDa (Watson et al., 1998).

La secuencia génica completa de MGB1 se aislé por primera vez en 1996
por Watson y Fleming, mediante RT-gPCR. Observaron que se sobre-expresa en
tumores de mama en relacién con tejido sano (Watson and Fleming, 1994; Watson
and Fleming, 1996).

La MGB1 se considera el marcador por excelencia de deteccion de CM
basado en métodos de expresién génica mediante RT-gPCR. La expresion de
MGB1 se ha detectado de forma muy rara y en niveles muy bajos en varios tejidos
normales como en tejido conectivo, pulmoén, glandula mamaria y ovario (Genes-to-
Systems Breast Cancer Database, 2013). Ademas, se expresa abundantemente,
en tracto genital femenino (cérvix, Utero y ovario), en tumor de pulmén, ovarico y

cancer de tejido muscular (Genes-to-Systems Breast Cancer Database, 2013).

En los casos de CM, la MGB1 se utiliza como un marcador diferencial de
origen mamario. Se ha identificado la expresiéon de MGB1 en el 61-93% de las

biopsias de tumor primario de mama y de su metastasis (Watson et al., 1999;
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Houghton et al., 2001; O'Brien et al., 2002; Han et al., 2003; Span et al., 2004;
Minn et al., 2005; O'Brien et al., 2005).

La sobre-expresién de MGB1 en tejido mamario con CM es independiente
de la histologia del tumor, el grado tumoral, el estadio del cancer o el estado de los
receptores hormonales (Watson and Fleming, 1996), mientras que la pérdida de su
expresién se asocia con un grado alto del tipo de tumor (CM tipo IIl) (O'Brien et al.,
2005). La expresion de MGBL1 se asocia con un grado bajo del tipo de tumor y con
tumores positivos para los receptores de esteroides en pacientes
postmenopausicas (Miksicek et al., 2002; Guan et al., 2003; Span et al., 2004).
Ademas se ha observado que presenta una mayor expresion en los subtipos Her2

positivos y una baja expresién en el subtipo basal (Luo et al., 2013).

Los tipos de tumores mas agresivos 0 negativos para los receptores
hormonales, pueden perder la expresion de MGB1 y por lo tanto, si el diagndstico

solo se basase en este marcador darian falsos negativos.

6.1.3.- "Small Breast Epithelial Mucin-1" (SBEM)

SBEM también es conocido como BS106 (Colpitts et al., 2002). El gen que
codifica la proteina SBEM se localiza en el cromosoma 12 en la posicién 12q13.2.
Se trata de una proteina de 90 aminoacidos con un péptido sefial hidrofébico, lo
gue sugiere que es una proteina secretada, sujeta al procesamiento proteolitico y
glucosilada. Esta proteina contiene 3 copias contiguas de un nicleo de repeticion
octapeptidico. Estas caracteristicas son similares a muchas sialomucinas, aunque
SBEM carece de un dominio transmembrana y es mas pequefia que la mayoria de

las otras mucinas epiteliales conocidas.

SBEM se expresa en glandulas mamarias, en tejido conectivo, faringe,

musculo, pancreas, piel, corazén, cerebro, placenta, en tumor de mama, tumor de
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cuello y cabeza y tumor de tejido muscular (Miksicek et al., 2002; Genes-to-

Systems Breast Cancer Database, 2013).

Esta descrito que méas del 90% de los CDI expresan SBEM, sin
encontrarse una correlacion completa entre la expresion de SBEM vy las
caracteristicas del tumor (Miksicek et al., 2002). Se asocia con la deteccién
histopatoldgica de metastasis en los ganglios linfaticos (Miksicek et al., 2002).
Aunqgue la expresion de SBEM es independiente del estado del receptor y del
grado del tumor (Colpitts et al., 2002; Miksicek et al., 2002; O'Brien et al., 2007), se
ha observado que su expresion es mayor en tumores de CM de grado elevado y
en tumores RE negativos (Skliris et al., 2008; Valladares-Ayerbes et al., 2009; Liu
et al., 2013), sugiriendo que SBEM esta altamente asociado con marcadores de
peor prondstico y puede ser (til como un marcador independiente para detectar
pacientes diagnosticadas de CM con riesgo a metastasis 0 mayor indice de
recurrencia (Liu et al., 2010). La expresion de SBEM puede servir como marcador
para la deteccion de micrometastasis en médula 6sea de pacientes con CM
(Valladares-Ayerbes et al., 2009) y micrometastasis hematoldgicas (Liu et al.,
2010).

6.1.4.- Mucina 1 (MUC1)

El gen que codifica la proteina MUC1 se localiza en el cromosoma 1 en la
localizacion 1g21-g24 (Swallow et al., 1987) y esta formado por 7 exones (Levitin
et al., 2005). Gendler y Clan, independientemente, en 1990, clonaron MUC1 en
toda su longitud. La proteina MUCL1 contiene un dominio N-terminal y C-terminal
que albergan un péptido sefial de repeticiones contiguas, y un dominio
transmembrana junto con uno citoplasmatico pequefio (Gendler et al., 1990; Lan et
al., 1990).
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MUC1 forma parte de la familia de las mucinas que son proteinas
altamente glicosiladas que se localizan en la superficie apical del epitelio mamario.
Las mucinas secretadas y transmembranas forman una barrera de mucosa
protectora, y las transmembranas pueden funcionar como sefializacion de la
presencia de condiciones adversas en el medio extracelular. MUC1 es una mucina
transmembrana que en condiciones normales se expresa en las fronteras apicales

de las células epiteliales secretoras (Yin et al., 2003).

MUCL1 se expresa en abundantes tejidos sanos (cerebro, cérvix, tejido
conectivo, tejido embrionario, eséfago, ojo, intestino, rifion, higado, pulmoén,
glandula mamaria, boca, musculo, nervios, ovario, pancreas, faringe, placenta,
préstata, piel, estbmago y Utero) y en diferentes tipos de tumores (tumor de mama,
tumor cervical, condrosarcoma, tumor colorrectal, tumor de eséfago, tumor
gastrointestinal, tumor de células germinales, glioma, tumor de cuello y cabeza,
tumor de higado, tumor de pulmén, tumor ovarico, tumor pancreatico, tumor de
préstata, tumor de tejido muscular y tumor uterino) (Genes-to-Systems Breast
Cancer Database, 2013).

Se ha detectado una sobre-expresion de forma aberrante en el 90% de los
casos de CM (Gendler, 2001; Raina et al., 2009). Existe una alta asociaciéon entre
la expresion de MUCL1 y la agresividad de algunos cénceres, ya que su sobre-
expresidén se ha asociado con inhibicién de la adhesién celular y aumento de
potencial metastasico e invasivo de las células tumorales (Ciborowski and Finn,
2002; Levi et al., 2004; O'Brien et al., 2007). Aunque MUC1 se expresa en la
mayoria de los tumores de mama, una sobre-expresion se asocia con los grados

menores de CM y tumores RE positivos (Rakha et al., 2005).

La expresion de MUC1 también se ha asociado con el receptor de
estrégenos alfa, donde la interaccion de ambos es estimulada por 17-B-estradiol
en lineas celulares de CM humano. MUC1 se une directamente al RE y lo

estabiliza bloqueando su ubiquitinizacion y degradacion, contribuyendo al
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crecimiento y supervivencia de las células cancerigenas de mama (Wei et al.,
2006).

6.1.5.- "NY breast Cancer antigen -1 " (NY-BR-01)

El gen que codifica la proteina NY-BR-01 se encuentra en el cromosoma
10, en la localizacion 10p11.21. Este gen contiene 37 exones que codifican una
proteina de 1.341 aminoacidos (Hahn et al., 2006). Su identificacién se realizé en
base a la respuesta inmune espontanea humoral de pacientes con CM (Jager et
al., 2001; Jager et al., 2002).

NY-BR-01 es un factor de transcripcion putativo. Es considerado como un
antigeno de diferenciacién mamario y representa una buena diana para procesos

de inmunoterapia (Jager and Knuth, 2005; Wang et al., 2006).

Presenta un patron de expresion muy restrictivo. Solamente se ha
observado expresion en tejido mamario normal, testiculo y en CM (80% de los
CM), mientras que no se expresa en ningun otro tipo de tumor (Jager et al., 2001;
Jager et al., 2002). NY-BR-01 fue encontrado en el 40-50% y 60-70% de tumor
primario y metastasis de CM, respectivamente (Zehentner et al., 2002). Presenta
una concordancia del 88% entre la expresion en CM y en su metastasis (Theurillat
et al., 2007). En un estudio en el que analizaron mediante IHQ 124 carcinomas
invasivos de mama, la expresion de NY-BR-01 se detect6 en el 60% de los casos
siendo negativa en 23 tejidos sanos analizados, incluyendo préstata y testiculos.
También ha sido detectado en los nédulos linféaticos en el 43,3% de pacientes con
CM (Nissan et al., 2006).

Sin embargo, aunque es un marcador muy especifico y sensible, no se
expresa en todos los CM. La expresion de NY-BR-01 se asocia significativamente
al grado de diferenciaciéon de los tumores. Asi, en lesiones invasivas de CM de

grado | se expresa en el 77% de los casos, en lesiones de grado Il en el 63% de

44



I-Introduccién

los casos, y en lesiones de grado lll, solamente en el 50% de los casos. La
expresion de NY-BR-01 esta asociada de forma significativa con CM negativos
para la invasion a nédulos linfaticos y RE negativos (Varga et al., 2006). Ademas
este marcador se detecta en mayor proporcion en tumores de mama bien
diferenciados. Debido a la asociacidon con el grado tumoral y la expresién de
NY-BR-01, la presencia de este marcador se asocia con buen pronéstico. La
expresion de NY-BR-01 disminuye siguiendo el siguiente orden: carcinoma
mamario in situ> carcinoma invasivo> metéstasis en nddulos linfaticos> metastasis
distantes (Theurillat et al., 2007).

6.1.6.- Antigeno tumoral de Wilms (WT-1)

El gen que codifica esta proteina se encuentra en el cromosoma 11 en la
localizacion 11p13 (Rose et al., 1990). Este gen codifica una proteina en forma de
dedos de zinc de unibn al ADN y actia como un activador o represor
transcripcional dependiendo del contexto celular y cromosémico. WT-1 es
requerido para la formacion normal del sistema genitourinario y tejidos

mesoteliales.

Se ha demostrado que el WT-1 reprime la transcripcion de varios genes
relacionados con el crecimiento, como la cadena A del factor de crecimiento
pseudoinsulinico (Haber and Buckler, 1992; Coppes et al., 1993; Rauscher, 1993).
Sin embargo, la actividad transcripcional de esta proteina puede modularse a

través de interacciones fisicas entre el WT-1y p53.

WT-1 es un gen supresor tumoral, por lo tanto, cualquier mutacion o
delecion del gen que repercute en la actividad de WT-1 de unién al ADN produce
el desarrollo del tumor de Wilms o neuroblastoma infantil y el sindrome de Denys-

Drash. Este gen esté inactivo en un 5-10% de los tumores de Wilms esporadicos y
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en casi el 100% de los pacientes con Denys-Drash, un sindrome asociado con las

anomalias genitourinarias.

WT-1 se expresa en testiculo, Utero, pancreas, cerebro, ovario, rifiones,
placenta, glandulas salivares, intestino, pulmones, huesos, prdstata y sangre
(NCBI-Unigene, 2013).

WT-1 es un factor de transcripcion que esta altamente expresado en el
nacleo de las células epiteliales del tejido ovarico y en 100% de los carcinomas
ovaricos y extraovaricos y en el 80% de carcinomas ovaricos transicionales. En
contraste el 100% de los carcinomas de mama son negativos para WT-1 (Lerwill,
2004). Por ello permite la diferenciacion entre metastasis de mama y tumores

primarios en el ovario (Lerwill, 2004; Zhu and Michael, 2007).

En la actualidad, los marcadores moleculares ofrecen una oportunidad
Unica para identificar metéstasis ocultas en pacientes con estadios tempranos de
CM que podrian pasar desapercibidas con el uso de las técnicas tradicionales.
Hasta la fecha, la existencia de marcadores moleculares tumorales para detectar
células malignas ocultas en la sangre es muy limitada (Taback et al., 2001). Por lo
gue es necesario desarrollar un nuevo enfoque técnico y el uso de mdltiples
marcadores para la deteccién de micrometastasis, con el fin de evitar reintroducir

células malignas en los pacientes sometidos a ortotrasplante de ovario.
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Il.-Hipotesis

La criopreservacion de corteza ovarica como meétodo de
preservacion de la fertilidad en pacientes con cancer de mama en
estadios | a lll se considera un método seguro debido a la ausencia
de enfermedad metastatica oculta en las muestras de corteza

ovarica criopreservada.

51






llI- OBJETIVOS







[1I-Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es demostrar la ausencia de

células metastaticas ocultas en tejido ovarico criopreservado de pacientes

con cancer de mama.

Los objetivos concretos son:

Desarrollar un panel de marcadores moleculares de alta especificidad y

sensibilidad para la deteccion de células metastéticas diseminadas.

Validar el panel de marcadores moleculares desarrollado en la
deteccion de micrometastasis en corteza y médula ovarica de las

pacientes con cancer de mama en estadios | a lll.

Comparar la especificidad y sensibilidad de los métodos moleculares
desarrollados frente a los métodos histolégicos e inmunohistoquimicos

tradicionales en la deteccion de micrometéastasis en tejido ovarico.

Comprobar la ausencia de capacidad invasora de las células de tejido
ovarico de pacientes con cancer de mama mediante un modelo de

invasion celular in vitro.

Desarrollar un nuevo modelo in vivo capaz de detectar micrometastasis

tras el xenotrasplante de tejido ovarico.

Corroborar los resultados obtenidos del panel de marcadores
moleculares desarrollado mediante el nuevo modelo in vivo de

xenotrasplante.
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1.- Seleccidn de pacientes y recogida de muestras

Los estudios realizados en pacientes humanos y la recogida de muestras
se llevd a cabo en conformidad con las normas sobre experimentacion humana
dimanantes del cédigo de Nuremberg, declaraciones de Helsinki (1964), Tokio
(1975), Venecia (1983), Hongkong (1989), Sydney y complementarias, directiva
91/507/CE, R.D. 561/1993, convenio de Bioética del Consejo de Europa (BOE 20-

10-99), y codigo de Etica y Deontologia médicas vigente.

En este proyecto se incluyeron un total de 88 pacientes que fueron
divididas en los siguientes grupos de estudio:

- Pacientes libres de enfermedad oncolégica: Se incluyeron 11
pacientes (edad media: 32+3,26 afos; rango: 32-37 afios) donantes
voluntarias cuya indicaciéon fue una cesarea electiva (no urgente). Se
extrajo un fragmento de 10X40mm de CO que fue almacenado a -80°C
hasta el momento de su andlisis, 10 de ellas fueron destinadas a analisis
moleculares y una de ellas se destin6 como control de células ovaricas

sanas en los estudios in vivo.

- Pacientes con metéastasis confirmada: Se incluyeron un total de 13
pacientes con CM, de las cuales 8 tenian metastasis confirmada en CO y
5 en otros tejidos (higado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino). La
eleccién de dichas pacientes se llevd a cabo de forma retrospectiva y
siguiendo el criterio del diagnostico médico. Por esta razdn, las muestras
seleccionadas se encontraban ya incluidas en bloques de parafina y se
procedid a la extraccion de ARN de las mismas como se detalla

posteriormente. No se tuvieron en cuenta, a la hora de seleccionar estas
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pacientes, parametros como el tipo de CM, su estadio, administracion
previa de QT, la edad o la raza; debido a que el objetivo de este estudio
fue seleccionar unos marcadores moleculares especificos que se

expresen en metastasis de CM, independientemente de otros parametros.

- Pacientes de PF: Se incluyeron un total de 60 pacientes (edad media:
32+3,59 afios; rango: 22-39 afios) a las que se les iba a someter al
protocolo de preservacibn de CO por estar diagnosticadas de CM

(estadios I-llla).

- Tumor primario de CM: Se incluyeron un total de 4 pacientes (edad
media: 47+16,37 afos; rango: 29-61 afios) que presentaban un CDI en la
mama izquierda de grado Il, con nddulos en la mama, y una de ellas con
un nédulo mévil. Todas ellas acudieron a quir6fano con el motivo de una

intervencion de mastectomia.

1.1.- Protocolo de extraccion de tejido ovarico

En el caso de las pacientes de PF, la extraccion de tejido ovarico se
realiz6 mediante cirugia laparoscopica siguiendo protocolos previamente
publicados (Sanchez et al., 2007; Sanchez et al., 2008) (figura 9). Se extrajo un
fragmento de CO que fue depositado en medio de cultivo M199 (Sigma, St Louis,
Estados Unidos). La manipulacion de las muestras fue realizada en una campana
de flujo laminar en condiciones de esterilidad y sobre un bloque de hielo, donde se
procedié a separar la MO de la CO. Con la ayuda de un bisturi n® 22 se eliminé
cualquier resto de tejido necrético, cuerpo liteo y sanguineo y se procedioé a su

raspado hasta conseguir un espesor de 1 mm para su Optima criopreservacion.
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Figura 9.- Obtencion de tejido ovarico mediante laparoscopia. En la fila superior se
muestra la cirugia en la que se extrae el tejido ovarico (A, B, C). En la fila inferior se
muestra la manipulacion en el laboratorio del tejido ovarico extraido (D, E, F), en la cual
se retira toda la MO mediante raspado (E), dejando solamente la CO del mismo (F).
Posteriormente se corta en fragmentos de 10x40mm.

A continuacién, se tomaron 3 fragmentos de CO y 3 de MO de localizacion

aleatoria de 10x40mm cada uno (figura 10):

- Uno de los fragmentos de CO fue remitido al servicio de Anatomia
Patoldgica para su estudio histoldgico, el cual fue posteriormente
cedido para nuestro estudio IHQ. El fragmento de MO destinado a la
evaluacion de la expresién proteica mediante IHQ se depositd en un
tubo estéril con formaldehido 4% (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino

Unido) para su posterior inclusion en parafina (figura 10).
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Un fragmento de CO y de MO de cada paciente se guardaron en un
tubo estéril eppendorf libre de ARNsas y se almacenaron a -80°C
hasta el momento de su analisis mediante técnicas moleculares (figura
10).

Un fragmento de CO y MO se depositaron en criotubos estériles con
medio de congelacion lenta: Medio M199, 5% Suero Alblimina
Humana (HSA) (en inglés “Human Serum Albumin”) y 12.5% DMSO
(Sigma, St Louis, Estados Unidos). Estas muestras se almacenaron a
-80°C durante 24h y posteriormente en tanques de Nitrégeno liquido
(N2) indefinidamente. Las muestras asi almacenadas fueron utilizadas
para el posterior cultivo celular, ensayos de invasion in vitro y para la
inyeccién a ratones inmunodeprimidos para el estudio in vivo (figura
10).

El resto de la CO extraida para posterior auto-trasplante ortotopico a la

paciente, fue criopreservada y conservada en bolsas a -196°C (figura 10), de

acuerdo con los protocolos descritos anteriormente (Sanchez et al., 2007; Sanchez
et al., 2008).
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Disgregacion tisular
mecanica
y fragmentacion en
10X40mm
COy MO para CO y MO para CO y MO destinados 90% de la CO extraida
Estudios IHQ Estudios a cultivo celular se criopreserva para
moleculares-ARN posterior auto-
trasplante ortotépico
a la paciente

Ensayo invasion | Modelo in vivo |

celular in vitro

Figura 10.- Resumen del disefio experimental. Se muestra el uso de cada fragmento
de CO y MO para el andlisis de las distintas técnicas utilizadas en este trabajo. Cada
fragmento presenté un tamafio de 10x40mm.
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2.- Estudios moleculares

2.1.- Extraccion de ARNm

2.1.1.- Extraccion de ARNm de muestras incluidas en parafina

La extraccion de ARN de muestras de parafina se llevd a cabo con el uso
del kit “Recover all™ total nucleic acid isolation kit for FFPE (“Formalin Fixed
Paraffin-Embedded”) (Life Technologies, Foster City, California, Estados Unidos)

siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Se realizaron 3 cortes de 20 um de cada muestra que se introdujeron en
un tubo estéril libre de ARNsas. Se afiadid 1 ml de xilol (Panreac, Barcelona,
Espafia) y se incubaron durante 3 min a 50°C en agitacion. A continuacion, se
centrifugaron durante 3 min a 13.400 r.p.m. y se eliminé el sobrenadante. Este
paso fue repetido para asegurarnos la eliminaciéon de cualquier resto de parafina.
Posteriormente, se realizaron dos lavados con 1 ml de etanol absoluto y
centrifugacién a 13.400 r.p.m. durante 3 min. Para la eliminacion total del etanol,
los tubos se dejaron en una estufa a 37°C durante 30 min con la tapa abierta.
Transcurrido este tiempo, se afiadieron 200 ul de “Digestion Buffer” y 4 ul de
proteasa. Esta mezcla se incub6d durante 15 min a 50°C en agitacion.
Posteriormente, se incubaron otros 15 min a 80°C. A cada tubo se afiadieron
240 pl de “Isolation Aditive” y 550 ul de etanol (a -20°C) y se centrifugd en una
columna durante 1 min a 10.000 r.p.m. a Temperatura Ambiente (TA). A
continuacion se afadieron 700 ul de “Wash Buffer 17 y se volvié a centrifugar 1
min a 10.000 r.p.m. Tras la eliminacién del liquido eluido, se afiadieron 500 pl de
“Wash Buffer 2/3” repitiéndose la centrifugacion. Con una nueva centrifugacién
rapida de 30 segundos se secd el filtro que contenia el ARN. Seguidamente, se
prepar6 una mezcla de “10X DNase Buffer”, “DNAse” y agua libre de nucleasas.
Esta mezcla fue depositada en el filtro de la columna incubandose durante 30 min
a TA. Transcurrido este tiempo, se anadieron 700 ul de “Wash Buffer 17 y se

centrifugd durante 1 min a 10.000 r.p.m. A continuacion se afiadieron 500 pl de
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“Wash Buffer 2/3” y se repitio la centrifugacion. Se afadieron 35 pl de agua libre
de ARN en el centro del filtro incubandose 10 min a TA. Posteriormente se
afiadieron otros 35 ul de agua, se incubd 5 min y se centrifugé durante 3 min a
10.000 r.p.m., Finalmente a cada muestra se le afiadieron 20 U de Rnase Inhibitor
(Life Technologies, Foster City, California, Estados Unidos) para evitar la
degradacion del ARN.

Las concentraciones de ARN de cada muestra fueron medidas mediante
métodos espectrofotométricos (apartado 2.2) y las muestras se almacenaron a

-80°C hasta el momento de su uso.

2.1.2.- Extraccion de ARNm de tejido en fresco

El ARN total se aislé utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, California,
Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras afiadir 500 pl de
Trizol y disgregar el tejido con la ayuda de un bisturi estéril, se afiadieron 100 ul de
cloroformo (Sigma, St Louis, Estados Unidos). Después de una centrifugacion a
13.000 r.p.m durante 15 min y a 4°C, se transfirié la fase acuosa a otro tubo y se le
afiadieron 250 pl de isopropanol (Sigma, St Louis, Estados Unidos). Tras una
incubacion durante 10 min a TA, se centrifugé a 13.000 r.p.m durante 10 min a
4°C. El precipitado fue lavado con 500 ul de etanol al 75% en agua DEPC
(Dietilpirocarbonato) filtrada y centrifugado a 7.500 r.p.m. durante 5 min.
Finalmente tras secarse los “pellets” de ARN se resuspendieron en 12 pl de agua

estéril libre de nucleasas.

2.2.- Andlisis de la concentracién e integridad del ARN

El andlisis de la cantidad e integridad del ARN extraido de cada una de las
muestras se llevo a cabo mediante métodos espectrofotométricos (Nanodrop™,

Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). Este equipo mide la
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absorbancia de todas las moléculas de la muestra que absorben a la longitud de
onda de interés, desde nucleétidos, ARN, ADN monocatenario, y ADN de doble
cadena. Todas ellas absorben a 260 nm y contribuiran a la absorbancia total de la

muestra.

Se utilizé un ratio de absorbancia de 260/280 nm para medir la pureza del
ARN y del ADN. La muestra se considera pura si presenta un ratio alrededor de
1,8 si se trata de ADN y de 2,0 si se trata de de ARN. Si el ratio es menor indica la
posible presencia de proteinas u otros contaminantes que absorben cercanos a la
longitud de onda de 280 nm (figura 11).

Solventes,
sales,
proteinas tARN/ADN

/

Proteinas

A ’ Figura 11.- Gréfica de absorbancias
B & = de muestras de ARN o ADN. Se
[ ; muestra las absorbancias en las que

absorben el ARN/ADN vy los posibles
S contaminantes de las muestras, como
N proteinas, solventes y sales.

2.3.- Retrotranscripcion

2.3.1.- Retrotranscripcion de ARN obtenido de muestras en parafina

La retrotranscripcion del ARN de las muestras incluidas en parafina se
llevd a cabo con el kit "HIGH Capacity cDNA RT" (Life Technologies, Foster City,

California, Estados Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizaron
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500 ng de ARN de cada muestra ajustando a un volumen final de 25 pl con agua
libre de nucleasas. La sintesis de ADNc se llevé a cabo con una mezcla de
cebadores aleatorios y una enzima retrotranscriptasa (MultiScribe™ Rerverse
Transcriptase 50U/ul). Esta mezcla estaba compuesta de: 5 yl de 10X RT, 2 ul de
dNTPs, 5 pl 10X cebadores aleatorios, 2,5 ul de inhibidor de ARNasa, 2,5 ul de
retrotransciptasa y 8 ul de agua libre de ARN. La retrotranscripcion se llevé a cabo
en un termociclador (T3000 Biometra, Gottingen, Alemania) con el siguiente
protocolo: 25°C durante 10 min, 37°C durante 120 min, y 85°C durante 5 min. El
producto se cuantific6 mediante espectrofotometria, como se describe en el
apartado anterior. La muestra se diluyé con agua libre de nuclesasas a una
concentracién final de 100 ng/ul y se almacend a -20°C hasta la realizacién de la
RT-gPCR.

2.3.2.- Retrotranscripcion de ARN obtenido de muestras en fresco

La retrotranscripcion del ARN se llevd a cabo mediante el kit Advantage
RT-for-PCR (Clontech, Palo Alto, California, Estados Unidos). Para cada muestra
se afiadi6 entre 0,2-1 ug de ARN en un tubo estéril de 0,2 ml y 1 ul de oligo (dT) a
20 puM (oligonucleétidos de union aleatoria a la cadena de ARNm y que sirven
como molde para la enzima retrotranscrciptasa). Se incub6 durante 5 min a 72°C y
posteriormente se afiadi6 una mezcla de: 4 pl 5x reaccién tamponada, 1 pl
desoxiNTP (desoxinucleétidos) (10 mM), 0,5 ul de inhibidor recombinante de la
ribonucleasa (40 U/ul) y 1 ul (200 U/ul) de la transcriptasa inversa del Virus de la
Leucemia Murina de Moloney (MMLV) (en inglés “Moloney Murine Leukemia
Virus”). Tras mezclar todos los componentes, las muestras se incubaron durante 1
hora a 40°C, seguido de una segunda incubacién a 72°C durante 10 minutos para
detener la sintesis de ADNc y paralizar la actividad de la desoxirribonucleasa.
Finalmente la cantidad de ADNc se cuantific6 mediante métodos

espectofotemétricos. La muestra se diluyé con agua libre de ARN a una
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concentracion final de 100 ng/ul y se almacend a -20°C hasta la realizacion de la
RT-gPCR.

2.4.- PCR cuantitativa a tiempo real

La metodologia de RT-qPCR, a diferencia de la PCR competitiva, permite
la automatizacion y ademas es rapida y no necesita el procesamiento posterior del

producto de PCR, lo que reduce el riesgo de contaminacion.

La RT-gPCR es una variacion de la PCR estandar utilizada para la
cuantificacion de ADN o de ARNm de una muestra. Es posible determinar el
namero de copias o la cantidad relativa de una determinada secuencia de ADN o
ARN utilizando cebadores especificos de secuencia. Cuando la PCR a tiempo real
se combina con una reaccion previa de retro-transcripcion, puede determinarse la
cantidad de ARNm de una muestra mediante una cuantificacion relativa. Se dice
gue es una cuantificacion relativa porque se compara entre las diferentes muestras
la expresion del gen objeto de estudio respecto a la expresion de un gen
constitutivo (control enddgeno). Es lo que se denomina normalizacién de la
expresion del gen especifico. Los genes mas utilizados como controles endégenos
son: ARNr 18S, GAPDH, beta-actina, TBP, HPRT, beta-2- microglobulina, entre

otros.

La cuantificacién del producto se produce mediante la adicion de
fluoréforos que se unen al amplicon de forma cuantitativa, a mayor producto se
emitira mayor fluorescencia. La cantidad de amplicon producido es proporcional al
namero de moléculas de ARN/ADN iniciales, de forma que en aquellas muestras
con mayor expresion del gen, el amplicon fluorescente aparecer4 en ciclos

anteriores.

El principal método de andlisis de RT-gPCR y el utilizado en nuestro

experimento, es el que emplea sondas TagMan (Heid et al., 1996) que garantiza la
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obtencion de ensayos de PCR altamente especificos, con una eficiencia de

amplificacion cercana al 100% que ademds permite evaluar numéricamente, la

cantidad de moléculas de material genético presente en cada muestra.

Esta metodologia se basa en la actividad 5-exonucleasa de la Taq

polimerasa y en la amplificacion mediante RT-gPCR de una determinada

secuencia diana en presencia de una sonda fluorescente especifica (sonda

TagMan) que hibrida con la secuencia diana que estamos amplificando (figura 12).
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Figura 12.- RT-gPCR con tecnologia TagMan.
Fundamentos de la estrategia empleando sondas
TagMan. Actividad 5’exonucleasa de la Taq
polimerasa.

La sonda TagMan tiene unido un fluorocromo en posicion 5 y un

amortiguador de fluorescencia en posicion 3’ que se une al surco menor del ADN

protegiendo a la sonda de la actividad exonucleasa de la enzima Taq polimerasa

(figura 13).
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Figura 13.- RT-gPCR con tecnologia TagMan.
Mecanismo de accion del amortiguador de fluorescencia

en las sondas TagMan.
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Ademas, esta sonda esta fosforilada en el extremo 3’ para evitar su
extension durante la reaccién de PCR. Si la secuencia diana esta presente en la
muestra, la sonda TagMan hibridara especificamente con ella, situandose entre los
dos cebadores. Cuando se produce la etapa de extension en la reaccion de PCR,
la actividad 5’-exonucleasa de la Taq polimerasa degradara la sonda TagMan
liberando el fluorocromo, que al estar fuera de la influencia del amortiguador
emitird una sefial que puede ser captada por el sistema Optico del equipo. Este
proceso de degradacién de la sonda tiene lugar en cada ciclo y no interfiere con la
acumulacion del producto de la RT-gPCR, por lo que se produce un incremento
exponencial de la sefial de fluorescencia en cada ciclo de la reaccion de RT-gPCR
(figura 14). Otra de las ventajas es que la enzima Taqg polimerasa no digiere la
sonda libre sino Unicamente la hibridada, por lo que la cantidad de sefial
fluorescente emitida es proporcional a la cantidad de producto acumulado. La
medicién de la intensidad de fluorescencia se realiza de forma continua, lo que
nos proporciona una informacién dindmica en tiempo real (analisis cinético) del
proceso. De esta forma podemos establecer el ciclo umbral (Ct) (en inglés “Cycle
Threshold”), es decir, el nimero de ciclos necesarios para que la cantidad de
producto producido alcance el nivel de detecciéon que hayamos fijado, lo que a su
vez se correlaciona directamente con la cantidad de ADNc de la secuencia diana
(figura 14).

/ ORn Figura 14.- Modelo de RT-gPCR. Se
/' 2,000,000 Meseta \ .

o R representa el n° de ciclo de la PCR (Ct)
respecto al producto de PCR (ARn) de
una muestra (linea roja) y de control
negativo (linea azul). En la representacion

1,000,000 Muestra Fase de la muestra, se observa el patrén tipico
Umbral ¢r exponencial esperado, en el que en los primeros ciclos
l de la PCR no hay producto,
__________________ posteriormente  presenta una fase
0 —— exponencial llegando a alcanzar una
Lijestal Noml,les“a meseta  (Imagen  modificada  de

0 n 4 /' http://www.rt-pcr.com).

N°ciclo PCR{Ct) /
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El método utilizado para calcular la expresion relativa de un gen es el
método 222t (Livak and Schmittgen, 2001) . Este método consiste en relativizar la
expresion del gen en la muestra problema respecto a la muestra control,
normalizando ambas con la expresién de un gen constitutivo. Para ello se sigue el

siguiente procedimiento:

- Calculo del valor de ACt. Consiste en normalizar el valor de Ct de

cada muestra respecto al control endogeno:

ACt= Ct gen-Ct control endégeno

- Calculo de AACt: Se normaliza respecto a la muestra control o

calibrador.

AACt= ACt muestra problema- ACt muestra control

- Célculo de la expresién relativa (“Fold change”): Representa

cuantas veces mas o cuantas veces menos se expresa el gen problema en la
muestra bajo estudio respecto a la muestra control, relativizado a la expresién
basal de un gen constitutivo. La muestra control tendrd un valor de 1, mientras que
las muestras problema presentaran un valor mayor o menor de 1 dependiendo si

la expresién del gen es mayor o menor, respectivamente.

Expresion relativa=2- 22 Ct

Debido a todas estas caracteristicas, la metodologia de la TagMan
RT-gPCR fue utilizada para el analisis de expresion génica de marcadores
(GCDFP15, MGB1, SBEM, MUC1, NY-BR-01, WT-1) en las muestras de

metéastasis confirmada y de CO y MO de pacientes de PF. Como muestra control
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se utilizé un pool de ovario sano comercial. Los experimentos de RT-gPCR se
realizaron con el sistema ABI PRISM™ 7900 Sequence Detection (Life
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). Los cebadores utilizados y
los correspondientes controles se detallan en la tabla 4. Como fluorocromo de
union a ADN de doble cadena se usé FAM (carboxi-fluoresceina) cuya
absorbancia es de 535 a 495 nm. Para cada 10 ul de reaccibn TagMan, se
mezclaron 1 pl de ADNc, 3,5 pl de agua destilada libre de ARN, 5 pl de “TagMan
Universal PCR Master Mix” (PE Life Technologies, Foster City, California, Estados
Unidos) y 0,5 pl 20x “Assay on Demand” que contenian la sonda y los cebadores
especificos para cada gen. Cada ensayo se llevé a cabo por triplicado. Las
condiciones de RT-gPCR fueron las siguientes: 2 min a 50°C seguido de 10 min a
95°C para la activacion enzimatica, posteriormente ocurren 45 ciclos de dos pasos
de 15 s a 95°C y 1 min a 60°C. Los productos finales se analizaron con el software
especifico de sistema de deteccion de secuencias 7900HT version 2.4 (PE Life
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). Los datos se representaron
mediante el valor medio relativo del gen analizado y normalizado con respecto al
valor correspondiente del gen de la subunidad 18S del ARN ribosémico utilizando
el método 2-22Ct (Livak and Schmittgen, 2001; Fleming et al., 2010).

Tabla 4.- Cebadores (sondas Tagman) utilizados para
cada uno de los genes analizados. El gen 18S fue utilizado
como control de todos los demas genes.

Longitud del
Referencia secuencia
amplicon

Hs99999901_s1

GCDFP15 Hs00160082_m1 1-2 94
MGB1 Hs00935948_m1 1-2 107
SBEM Hs00536495_m1 1-2 86
MUC1 Hs00159357_m1 7-8 84

NY-BR-01 Hs00369567_m1 8-9 86
WT-1 Hs01103751_m1 3-4 72
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3.- Estudios histopatolégicos

Cada una de las muestras se analizd mediante microscopia Optica
siguiendo el protocolo que se describe a continuacién:

3.1.- Fijacién

Este proceso se refiere al tratamiento del tejido con sustancias quimicas,
de manera que se mantienen las células estructuralmente intactas. Esto se logra al
inactivar ciertas enzimas celulares que de otra manera iniciarian la autolisis y
llevarian a la degeneracion post-mortem. La fijacion mantiene las estructuras al
estimular la formacion de enlaces cruzados entre las proteinas. Las muestras
fueron fijadas en formaldehido al 4% (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido).

3.2.- Lavado

Es necesaria la eliminacién del exceso del fijador para evitar una posterior
interferencia quimica en el proceso de inclusién. Los medios de inclusion utilizados
son hidréfobos y precisan de la eliminacién del agua del tejido, por ello, se realizé
una deshidratacion del tejido con etanol. Debido a que una gran parte del tejido
esta constituido por agua, se aplicé una serie gradual de soluciones acuosas de
menor a mayor grado del agente deshidratante. Este paso se realiz6 de forma
gradual ya que si se somete directamente al tejido a soluciones de etanol
absoluto, éste se deformaria debido a que el agua tisular saldria muy rapidamente

de la muestra.

Por lo tanto, se procedi6 a la deshidratacién de las muestras en alcohol de
graduacion decreciente (50, 70, 80, 90%) y finalmente se sumergieron en 3 pases

de alcohol absoluto (Panreac, Barcelona, Espafa).
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3.3.- Aclaramiento o diafanizacion

Una vez deshidratado el tejido, se pasa a una solucidon de una sustancia
gue es miscible tanto con el alcohol como con el medio de inclusién a utilizar. La
sustancia comuUnmente utilizada es el xileno o xilol. Este proceso se llama
aclaramiento ya que el tejido se torna transparente o claro en el xileno, esto se

debe a que cambia su indice de refraccién.

Una vez deshidratadas las muestras, se aclararon mediante pasos
sucesivos en xilol (Panreac, Barcelona, Espafia) para extraer el agente

deshidratante.

3.4.- Inclusion

Por lo general, los tejidos son estructuras blandas y fragiles, incluso
después de la fijacion. Previo a la obtencién de los cortes, es necesario incluirlos
en un medio de soporte. En estado liquido, estos medios tienen la capacidad de
penetrar y rodear el tejido, de esta forma se puede producir el endurecimiento (por
enfriamiento o por polimerizacién), para formar un bloque sélido que pueda ser

cortado facilmente en el microtomo.

Las muestras fueron depositadas individualmente en recipientes con
parafina fundida a 60°C y se dejaron en las estufa durante 1 h a 60°C para que el
xilol se evaporase y los espacios anteriormente ocupados por éste fuesen
ocupados por la parafina. Este paso se repitié una vez mas para eliminar la mayor
cantidad de xilol posible de cada muestra. Después se colocaron las piezas en
parafina fundida en un molde de metal rectangular, orientadas de forma adecuada

y se dejaron solidificar a TA.
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3.5.- Corte

El blogue de parafina con el tejido se puede cortar en secciones lo
suficientemente delgadas como para permitir el paso de la luz. La mayor parte de

los preparados para microscopia 6ptica tienen un grosor de 4 um.

Una vez obtenidos los bloques de parafina con cada una de las muestras,
se realizaron cortes de 4 um de espesor. Para la obtencién de estos cortes se
utilizé el microtomo (Microm GMBH, tipe HM310, Walldorf, Alemania) con cuchillas
de acero. Estos cortes se depositaron en un bafio termostatizado a 37°C para
eliminar las arrugas y pliegues debidos al corte. A continuacion fueron recogidos
con portaobjetos SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser (Thermo Scientific,
Massachusetts, Estados Unidos) para mejorar la adherencia de los mismos.
Finalmente los cortes fueron guardados en una estufa a 37°C durante 48-72 horas

para mejorar su secado y adhesion final.

3.6.- Tincién y Montaje

La tincién de los elementos estructurales de los tejidos especifica y de

manera diferencial es indispensable para optimizar su visualizacion.

Las muestras fueron desparafinadas durante 1 hora en estufa a 60°C, a
continuacion los portaobjetos se colocaron en cestillas de tincién y fueron
sumergidos en xilol durante 5 minutos para terminar de eliminar los restos de
parafina, repitiendo este paso 4 veces. Posteriormente las muestras se
rehidrataron con concentraciones decrecientes de alcohol (90, 80, 70, 50%) hasta
llegar a agua destilada, procediéndose seguidamente a la tincion: Hematoxilina de
Harris (Sigma, St Louis, Estados Unidos) previamente filtrada durante 15 minutos,
lavado en agua corriente durante 5 minutos y Eosina alcohdlica (Sigma, St Louis,

Estados Unidos) previamente filtrada durante 5 minutos. Tras la tincion, las
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muestras fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de alcohol (50, 70,

80, 90, 100%) hasta llegar a xilol donde permanecieron durante 6 minutos.

Posteriormente las muestras fueron montadas de forma permanente con
un cubreobjetos con una base de pegamento (Eukitt, Kinder GmbH & Co, Freiburg,
Alemania) como soporte para el mismo. Las muestras fueron guardadas a TA

hasta su posterior analisis mediante microscopia éptica.

4. -Estudios inmunohistoguimicos

El método de IHQ consiste en una inmunotinciéon con el método avidina-
biotina. Esta técnica se basa en la determinacién de la expresién de una proteina
de superficie celular utilizando un anticuerpo especifico contra esa proteina. A
continuacion, se utiliza un anticuerpo secundario contra el anticuerpo especifico,
gue bien podra estar biotinilado o bien estar unido a un fluorocromo que permita
su posterior deteccion. En el caso de utilizar un anticuerpo unido a biotina se
afiade posteriormente el complejo avidina-peroxidasa, que al reaccionar con su
sustrato dard color, mas o menos intenso en funcion de la expresion de la

proteina.

4.1.- Marcadores moleculares analizados

- GCDFP15: Se utilizd un anticuerpo monoclonal de raton que se
suministra de forma liquida en un tampdn que contiene proteina estabilizadora y
0,015 mol/L de azida de sodio. Se ha utilizado el clon 23A3 Isotipo 1gG2a, kappa
(DAKO Corp., Barcelona, Espafia). Presenta un patron te tincién celular
citoplasmatico y se puede observar un marcaje segregado en el espacio
intercelular. GCDFP15 se expresa en células neoplasicas provenientes de tumores

primarios y metastasicos de mama (tabla 5).

76



IV-Materiales y Métodos

- MGB1: Se utiliz6 un anticuerpo monoclonal de ratén (clon: 304-1A5,
isotipo 1gG1, kappa) suministrado en forma liquida en un tampén que contiene
proteina estabilizadora y 0,015 mol/L de azida de sodio (DAKO Corp., Barcelona,
Espafia). Presenta un patrén tincion celular citoplasmatico o membranoso. MGB1
se expresa en carcinomas ductales invasivos y en carcinomas de mama

metastaticos (tabla 5).

- SBEM: Se utilizé un anticuerpo policlonal de conejo a una diluciéon 1/50
(Abcam, Cambridge, Reino Unido). SBEM se ha detectado en tumores primarios
de CM y en metéstasis de CM (tabla 5).

- WT-1: Se utiliz6 un anticuerpo monoclonal de ratén (clon 6F-H2, isotipo
IgG1, kappa) suministrado de forma diluida en un tampoén que contiene proteina
estabilizadora y 0,015 mol/L de azida de sodio (DAKO Corp., Barcelona, Espafia).
Presenta un patrén de tincién celular citoplasmatica o nuclear. Se expresa en la
superficie de ovarios sanos y, en contraste, los carcinomas de mama son

negativos para WT-1 (tabla 5).

Tabla 5.- Expresion en CM, metéastasis o tejido ovarico
sano de cada uno de los marcadores utilizados. Se indica
la presencia o ausencia de los marcadores seleccionados en
tumor 1° de CM, metastasis de CM, y en tejido ovarico sano.

Expresion en | Expresion en Expresion

Proteina tumor 12 de | metastasis de en tejido
cM M ovarico sano
GCDFP15 v v X
MGB1 v v X
SBEM v v
WT-1 X X v
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4.2.- Procesamiento de las muestras

Las muestras utilizadas para los estudios inmunohistoquimicos fueron las
mismas que las manipuladas en los estudios histopatolégicos. Por lo tanto, el
procesamiento de las muestras es el mismo que el detallado anteriormente en el

apartado de “estudios histopatolégicos”.

Se hicieron cortes de 4 uym que se montaron sobre portas de vidrio
tratados (Portaobjeto para adhesion, SuperFrost® Plus, Menzel-Glaser, (Thermo
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) para evitar la pérdida de muestra
durante el protocolo de inmunohistoquimica.

4.3.- Inmunohistoquimica

De cada una de las muestras de estudio se obtuvieron 4 cortes seriados
de 4 ym con el fin de analizar la expresion proteica de las 4 proteinas
seleccionadas (GCDFP15, MGB1, SBEM y WT-1).

Los cortes fueron desparafinados mediante incubacion a 60°C durante 1h
y cuatro bafios de xileno de 5 min cada uno. A continuacién, los cortes fueron
rehidratados mediante inversion en etanol a concentraciones decrecientes. Tras
un lavado con agua para eliminar los restos de etanol, se llevd a cabo el
desenmascaramiento antigénico en un autoclave, sometiendo los cortes durante 3
min a 120°C, 1,5 Atm en Tampén Citrato pH6 (en el caso del anticuerpo anti-
SBEM) o pH 9 (anticuerpos anti-GCDFP15, anti-MGB1 y anti-WT-1) para romper
los puentes disulfuro que se formaron al calentar a 60°C las muestras fijadas en
formol y facilitar el paso del anticuerpo. Posteriormente, las secciones se
incubaron con peréxido de hidrégeno (DAKO Corp., Barcelona, Espafia) al 3%
durante 10 minutos a TA para eliminar la actividad peroxidasa endégena.
Seguidamente las muestras se incubaron, durante 1 hora y a TA en camara

hdmeda, con los anticuerpos seleccionados para cada seccion (GCDFP15, MGB1,
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WT-1 (Dako Corp., Barcelona, Espafa) y SBEM (Abcam, Cambridge, Reino
Unido), éste ultimo diluido en tampdn de bloqueo hasta obtener la concentracion
de trabajo necesaria. Como control negativo se utiliz6 Tampén Fosfato Salino
(PBS) (en inglés “Phosphate Buffered Saline”) substituyendo asi al anticuerpo
primario. Como controles positivos de GCDFP15, MGB1 y SBEM se utilizaron
cortes de tumor primario de mama, y como control de WT-1 ovario sano. Tras una
incubacion con el anticuerpo primario, las muestras se incubaron con el kit
ENVISION (DAKO Corp., Barcelona, Espafia) durante 30 minutos. Finalmente, se
empled una disolucién con un sustrato cromégeno de peroxidasa durante 5 min.
Entre cada incubacién los tejidos fueron lavados tres veces con PBS. La contra-
tincién se realiz6 con hematoxilina de Mayer y las secciones se montaron con un
cubreobjetos con una base de pegamento (Eukitt, Kindler GmbH, Freiburg,
Alemania) como soporte para el mismo, de este modo las muestras pudieron ser

guardadas a TA hasta la toma de im&dgenes mediante microscopia.

4.4.- Observacion y analisis

Las muestras fueron analizadas bajo microscopio Optico (LEICA
DM4000B; Leica, Solms, Alemania) con sistema digital de captacion de imagenes
(LEICA DFC450C; Leica, Solms, Alemania). Se llevd a cabo un analisis
morfolégico considerando si las muestras presentaban ausencia o presencia de
infiltracion neoplasica. La observacién de un marcaje especifico de cada
anticuerpo se consideré6 como positivo para la expresion proteica analizada,
mientras que la ausencia de marcaje indica un resultado negativo para la

expresion de dicha proteina.
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5.- Ensayo de invasién celular in vitro

La principal caracteristica de las células cancerigenas metastéaticas es su
capacidad invasora. En el organismo, antes de penetrar en el endotelio de los
vasos para acceder al sistema sanguineo, estas células deben invadir los tejidos
locales mediante la degradacion de las proteinas de la matriz extracelular
(principalmente colageno) para posteriormente atravesar la membrana basal. La
capacidad de las células tumorales de degradar los componentes de esta matriz
extracelular se correlaciona directamente con su poder invasivo.

Con el objetivo de cuantificar la capacidad invasora de las células
obtenidas de CO y MO de pacientes con CM de nuestro programa de PF, se utilizd

un sistema in vitro mediante un ensayo de invasion celular basado en el colageno.

5.1.- Preparacion de las muestras de tejido ovarico

Se analizaron 5 pacientes de PF con CM en estadios | y llla. Se obtuvieron
5 fragmentos de CO y 4 de MO de 10X40 mm de cada una de las pacientes que
fueron previamente criopreservados tal y como se explic6 en el apartado 1.1 de

materiales y métodos.

5.1.1.- Descongelacién de tejido ovarico

Para la descongelacién de las muestras de CO y MO, los criotubos en los
gue estaban criopreservadas se introdujeron en un bafio a 42°C en agitacién
continua hasta su descongelacion. Seguidamente se afiadié 1 ml de solucién de
descongelacion a cada criotubo (Medio M199 con 5% HSA (Sigma, St Louis,
Estados Unidos) y se incubd 10 min en hielo. A continuacién, se retir6 1 ml y se
afiadié 1 ml de solucion de descongelacién y se incubd 5 min en hielo. Pasado
este tiempo de incubacidn, se retird todo el volumen del criotubo y se recuperé el

tejido para su disgregacion y posterior cultivo celular.
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5.1.2.- Disgregacion de tejido ovarico

La disgregacion del tejido se realiz6 mediante acciébn mecanica y quimica.
Con la ayuda de un bisturi se fragment6 todo el tejido hasta la obtencién de
fragmentos muy pequefios. Una vez recuperado todo este tejido, se afiadié una
solucién de colagenasa | y DNAasa (Sigma, St Louis, Estados Unidos) a una
concentracién de 1 mg/mly 1 pug/ml, respectivamente, en HBSS (GIBCO, Paisley,
Strathclyde, Reino Unido) y se incubo a 37°C durante 3 h en agitacién constante.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se centrifugd a 3.000 r.p.m. durante 10 min
a RT, se retir6 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 1 ml de medio
DMEM/F-12 (Medio Eagle Modificado Dulbecco (en inglés “Dulbecco's Modified
Eagle's Medium”) + GlutaMAX-1 con 10% de Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado
y 1% de Penicilina-Estreptomicina (P-S) (en inglés “Penicillin-Streptomycin”)

(GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) previamente filtrado.

5.1.3.- Cultivo celular

Una vez disgregada la CO y MO, la suspension celular se cultivé en placas
de 6 pocillos a 37°C y 5% de CO2 en medio DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 con 10%
de SBF inactivado y 1% de P-S (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido). El
cultivo celular de CO y MO (figura 15A y B) se mantuvo durante 20 dias, hasta el

momento del ensayo de invasion celular.

Figura 15.- Cultivo celular de CO y MO. Se muestra el cultivo celular de CO
(A) y MO (B) 15 dias después de su siembra. Aumento 10X.

81



IV-Materiales y Métodos

5.2.- Cultivo de las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468

MDA-MB-231 y MDA-MB-468 son lineas celulares de CM con un potencial
metastatico elevado, siendo de las mas utilizadas en los estudios de CM. Se
aislaron por primera vez en 1974 y 1977, respectivamente, a partir de una muestra
de derrame pleural de una paciente con CM que falleci6 de esta enfermedad
(Cailleau et al., 1974; Cailleau et al., 1978). Ambas lineas presentan un
crecimiento extraordinariamente rapido en cultivos poco enriquecidos, en parte por
una regulacién autocrina a partir de factores de crecimiento celular que ellas

mismas secretan al medio.

Estas lineas celulares fueron utilizadas como control positivo de células
metastaticas de CM. Unas alicuotas de estas células congeladas fueron
proporcionadas por Sergio Bafiuls, encargado del servicio de cultivo celular de la
Unidad Central de Investigacion de la Facultad de Medicina de la Universitat de
Valencia. Las células, fueron descongeladas y cultivadas en medio de cultivo
DMEM/F-12 + GlutaMAX-1, suplementado con 10% de SBF inactivado y 1% de P-
S (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido), previamente filtrado. A continuacion
se procedio a su siembra en un frasco de cultivo de 25 cm? (Orange Scientific,
Bélgica) e incubacion a 37°C y 5% de COo..

A las 48 horas se observé mediante microscopia Optica que parte de las
células habian formado una monocapa y empezaban a adquirir la morfologia
caracteristica de este tipo celular (figura 16). La monocapa formada fue lavada con
PBS y disociada empleando la mezcla enzimética tripsina- acido etilendiamino
tetracético (EDTA) 1X (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) y se llevo a
cabo su resiembra en medio de cultivo. La linea celular se sometié a ho mas de 4
pases mediante este procedimiento. Parte del cultivo celular se congel6 y
almacené a -80°C y otra parte se empled para la realizacién del ensayo de

invasion celular.
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Figura 16.- Cultivo celular de las lineas celulares MDA-MB-231 y MDA-MB-468. Las
fotografias muestran el aspecto de las células que constituyen la monocapa para las
lineas MDA-MB-231 (A) y MDA-MB-468 (B). Aumento 10X.

5.2.1.- Congelacion de células tumorales MDA-MB-231 y MDA-MB-468

Tras la disociacién enzimética de los cultivos y su posterior inactivacion
con tripsina, las células fueron centrifugadas durante 5 min a 1500 r.p.m. a TA. A
continuacion, el sobrenadante fue retirado y el pellet fue resuspendido en el medio
de congelacion compuesto por DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 y 10% de DMSO
(Sigma, St Louis, Estados Unidos). Las células fueron trasvasadas a un criotubo
gue se introdujo en un sistema de congelacién llamado “Mr. Frosty™ Freezing
Containe” (Nalgene'™, Nalge Nunc International, Dinamarca) con isopropanol (2-
propanol, Panreac, Barcelona, Espafa) la cual se depositd a -80°C durante 24

horas. Posteriormente los criotubos fueron traspasados a un tanque de N2 liquido.

5.3.- Ensayo de invasién celular

Para el estudio in vitro de invasion celular se utilizo el kit “QCMTM 24-Well
Collagen-Based Cell Invasion Assay” (Millipore, Darmstadt, Alemania). Este
ensayo consiste en el cultivo de las células bajo estudio en una camara de

invasion. Las células se depositan sobre un inserto con un tamafio de poro de
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8 um y recubierto por una capa de colageno polimerizado (figura 17). La capa de
colageno ocluye los poros, bloqueando la migracién de las células no invasivas al
pocillo inferior. Sin embargo, las células con capacidad invasora migran a través
de la capa de colageno polimerizado y se aferran a la parte inferior de la
membrana de policarbonato. Las células que sean capaces de invadir y traspasar

la membrana, se quedan en la parte inferior del inserto y seran cuantificadas

mediante técnicas colorimétricas.

A

Inserto

Pocillo superior con
e ) suspension celular

-0, 00
[Pocilo inferior |

| Pocillo inferior

I

Pocillo superior con
suspension celular

— Membrana
Pocillo inferior

Figura 17.- Esquema del ensayo in vitro de invasion celular. Se representa el
sistema de doble pocillo con el inserto. En el inserto se afiade la suspension celular y
en el pocillo exterior se afiade el mismo medio con el que se resuspendieron las células
(A). Las células con capacidad invasora traspasaran la membrana del inserto y se
guedaran adheridas a la parte inferior del mismo (B).

Una vez obtenida la monocapa celular de las 5 COs, las 4 MOs y de las
lineas celulares cancerigenas utilizadas como controles positivos en el ensayo,
éstas se mantuvieron durante 24 h con medio libre de SBF [DMEM/F-12 +
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GlutaMAX-1 con 1% de P-S (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido)].
Transcurrido este tiempo, la monocapa celular formada fue lavada y disgregada
siguiendo el protocolo previamente descrito en el punto 5.2. Posteriormente, se
afiadieron 800 pl de medio de cultivo en cada pocillo y se recuper6 toda la
suspension celular, que fue centrifugada a 1.500 r.p.m. durante 5 min a TA. Se
elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 ml de DMEM/F-12 +
GlutaMAX-1 estéril (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) con 1% S-P. La
concentracion celular obtenida se cuantificé en una camara de Neubauer. Se
prepararon las células de CO, MO, MDA-MB-231 y MDA-MB-468 a una
concentracion de 500.000 células/ml.

El ensayo se realiz6 en placas de 24 pocillos. Como control positivo se
utilizaron las lineas cancerigenas metastaticas de CM y como control negativo
medio libre de suspension celular. Cada una de las muestras se realizé por
duplicado.

Se afiadieron 300 pl de medio libre de SBF en el interior de cada inserto,
permitiendo asi la rehidratacion de la capa de coldgeno durante 30 minutos a TA.
Transcurrido este tiempo, se eliminaron 250 pl del medio de los insertos y se
afiadié 250 pl de la suspension celular preparada a 500.000 células/ml a cada
inserto.

A continuacion, se afadieron 500 pl de medio libre de SBF en la camara
inferior de la placa. Se incubaron durante 48 h a 37°C y 5% CO:..

Transcurrido el tiempo de incubacion, se procedi6 a la cuantificacion de las
células invasoras en cada pocillo. Para ello, se eliminé todo el medio de la parte
superior del inserto y se coloc6 el inserto en 400 pl de la solucién de tincion
proporcionada por el kit. Estos insertos se incubaron durante 20 min a TA para
permitir la tincion de las células. Posteriormente se lavo cada inserto en agua
destilada para eliminar el exceso de colorante y, con la ayuda de un bastoncillo, se
eliminaron todas las células no invasoras que se encontraban en la parte interior

del inserto. Una vez secados al aire, cada inserto tefiido se transfirid a un pocillo
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limpio con 200 pl de “Extraction Buffer” proporcionado por el kit, y se incubo
durante 15 min a TA. Posteriormente, se transfirieron 100 pl de cada pocillo a una
placa de 96 pocillos para cuantificar la densidad 6ptica a 560 nm.

Se calculd el valor medio y la desviacién estandar de la absorbancia
cuantificada en cada muestra. En el caso de las COs y MOs, posteriormente, se
calculé la media y la desviacion estandar de todas las COs y de las MOs del

ensayo.

6.- Modelo experimental in vivo

La comprobacion definitiva de que el tejido ovarico congelado de las
pacientes de PF esta libre de enfermedad metastatica es el xenotrasplante a
ratones inmunodeprimidos. Mediante el estudio in vivo se valora la ausencia o
presencia de células metastaticas en la CO y MO criopreservada de las pacientes
de PF.

6.1.- Preparacion de las muestras de tejido ovarico

Se analizaron 5 pacientes de PF con CM en estadios | y llla. Se utilizaron
5 fragmentos de CO y 5 de MO de 10X40 mm de cada una de las pacientes que
fueron congelados previamente como se explicé en el apartado 1.1 de materiales

y métodos.

6.1.1.- Descongelaciéon de tejido ovarico

La descongelacion del tejido ovéarico se realizé siguiendo el mismo

protocolo que el detallado en el apartado 5.1.1 de materiales y métodos.

6.1.2.- Disgregacion de tejido ovarico

La descongelacion del tejido ovarico se realizd siguiendo el mismo

protocolo que el detallado en el apartado 5.1.2 de materiales y métodos.
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6.1.3.- Cultivo celular

El cultivo celular de las CO y MO utilizadas para este ensayo se realizd
siguiendo el mismo protocolo detallado en el apartado 5.1.3 de materiales y
métodos.

El cultivo celular de CO y MO se mantuvo durante 20 dias, hasta el
momento del marcaje celular y su posterior inyeccibn en ratones
inmunodeprimidos Nude.

6.1.4.- Marcaje celular

Las células en cultivo de CO y MO fueron marcadas mediante el uso de
lentivirus para poder visualizarlas in vivo por fluorescencia.

Los lentivirus pertenecen a la familia Retroviridae, caracterizada por
poseer un genoma de ARN y porque su ruta replicativa pasa por una fase en la
gue su informacién genética aparece en forma de ADN de doble cadena. La
particula viral lleva dos copias de ARN gendmico, presenta una estructura Cap en
el extremo 57y una cola poli(A) de unos 20 restos de longitud en su extremo 3.
Ademas presenta genes necesarios para su replicacion y para mantener su
capacidad infectiva, GAG, POL y ENV. En el interior del viribn también se
encuentran varias copias de dos proteinas virales esenciales: la transcriptasa
inversa e integrasa.

La infeccion y transmisién de estos virus a una célula hospedadora no
necesita ningun vector, solamente del contacto directo entre los individuos. Tras la
entrada del ARN gendmico en la célula, la enzima transcriptasa inversa o
retrotranscriptasa sintetiza una molécula de ADN de doble cadena que, con la
ayuda de la integrasa, se inserta en el genoma de la célula infectada. Este ADN
integrado se mantiene estable, siendo replicado como parte integrante de la célula
hospedadora y transcripto por la maquinaria celular para producir todas las
proteinas integradas en él (figura 18). Cualquier ADN incorporado en un retrovirus

es expresado en la célula indefinidamente.
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Particula de ARN
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Figura 18.- Infeccion lentiviral a una célula hospedadora. Se
representa la infeccion retroviral a una célula en la cual se
retrotranscribe el ARN a ADN del virus y se integra en el ADN celular,
en donde es transcripto y traducido por la maquinaria celular,
expresando las proteinas contenidas en el ADN viral. Imagen
modificada de http://www.cultek.com.

En nuestro caso, se utilizaron lentivirus que ademéas de expresar los
transcriptos esenciales para su infeccion y transmision, expresan la proteina
“Cherry” y un gen de resistencia al antibiético puromicina. “Cherry” se trata de una
proteina fluorescente roja, que hace que las células que son infectadas por estos
virus presenten dicha fluorescencia. La resistencia a puromicina hace que las
células infectadas sean insensibles a este antibiético, por lo que afadiendo
puromicina al medio de cultivo se pueden seleccionar las células infectadas de las
gue no lo fueron.

El marcaje de las células de CO y MO en cultivo se realizo afiadiendo a
cada pocillo 500 pl de medio de infeccién virica: DMEM/F-12 + GlutaMAX-1
(GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido) con 10% de SBF (GIBCO, Paisley,
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Strathclyde, Reino Unido), ¥ del sobrenadante viral (proporcionados por la Dra.
Carmen Maria Garcia-Pascual) y 8 pg/ml de Polybrene (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) durante 24 h a 37°C y 5% de CO2. Transcurridas 24 h, se
retird6 el medio de la infecciébn y se afiadi6 medio de cultivo DMEM/F-12 +
GlutaMAX-1 con 10% de SBF, 1% de P-S y 1% de fungizona (F) (GIBCO, Paisley,
Strathclyde, Reino Unido). Cinco horas después se afiadié el medio de cultivo con
1 pg/Aml de puromicina (Sigma, St Louis, Estados Unidos), permitiendo la
seleccion de las células infectadas, ya que solamente las células que incorporaron
el virus presentan resistencia a puromicina. Ademas de por su supervivencia, las
células infectadas se observaron de color rojo bajo el microscopio de fluorescencia
(Nikon, Eclipse TS100) 48-72 h después de la infeccion (figura 19). El medio de
cultivo fue cambiado cada dos dias hasta el momento de la recogida celular para
su inyeccioén en los ratones.

Cuatro dias después de la infeccion viral, la monocapa celular formada fue
lavada con PBS y disociada empleando el método de dispersién enzimatica
utilizando 400 pl de tripsina-EDTA 1X (GIBCO, Paisley, Strathclyde, Reino Unido)
incubandolas 5 min a 37°C. Posteriormente, se afiadieron 800 ul de medio de
cultivo en cada pocillo y se recuper6 toda la suspension celular, que fue
centrifugada a 1.500 r.p.m. durante 5 min a TA. Se eliminé el sobrenadante y se
resuspendiod el pellet en 1 ml de DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 estéril (GIBCO,
Paisley, Strathclyde, Reino Unido). La concentracion celular obtenida se cuantificd
en una cadmara de Neubauer. Posteriormente se centrifugd nuevamente a 1.500
r.p.m. durante 5 min a TA y una vez eliminado el sobrenadante, se resuspendio el
pellet en 50 pl de medio DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 estéril (GIBCO, Paisley,
Strathclyde, Reino Unido) para ser inyectado en la capsula renal de los ratones

correspondientes.
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Disgregacion tisular
mecanicay quimica

Cultivo celular en DMEMF-12+10%SBF+
1%P-S
a37°Cy 5% de CO,

Infecciénviral :
DMEMF-12+10%SBF+V4 sobrenadante
viral+8ug/mlde Polybrene

24h a 37°C y 5% de CO,

Seleccién células infectadas
DMEMF-12+10%SBF+1% de S-P+1% F+
1Mg/1ml puromicina

37°C y 5% de CO,

Figura 19.- Esquema de cultivo celular a partir de tejido ovarico e
infeccion de las células. Se representa los pasos a seguir en el
cultivo celular a partir de tejido ovarico (CO y MO) y el marcaje
mediante lentivirus y su seleccion.
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6.2.- Cultivo de la linea celular

El cultivo celular de la linea cancerigena metastatica utilizada para el
ensayo in vivo se realizé de la misma manera que se explico en el apartado 5.2 de
materiales y métodos.

El procedimiento de cultivo celular y marcaje mediante lentivirus se realizd
siguiendo el mismo procedimiento que en las células de tejido ovarico, detallados

anteriormente. En la figura 20 se muestra una imagen de las células MDA-MB-468

antes del marcaje mediante lentivirus (figura 20A) y después de dicho marcaje
(figura 20B).

Figura 20.- Cultivo celular de la linea MDA-MB-468. Se muestra el cultivo celular
antes de la infeccion (A) y el cultivo marcado (B). Aumentos a 10X.

6.3.- Modelo animal

Las células cultivadas y marcadas de CO, MO y MDA-MB-468 fueron
inyectadas en la capsula renal de ratones inmunodeprimidos.

Se utilizaron ratones hembra de 5 semanas (Hsd: Athymic Nude-nu,
Charles River laboratories, Wilmington, MA, ESUU) libres de enfermedades

patoldgicas especificas (figura 21). Se estabularon en jaulas con filtro, en el interior
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de cabinas de proteccién, con una TA fijada de 21+1° C, con ciclo de luz/oscuridad
de 12/12h y humedad relativa del 55+10% y en un area de bioseguridad libre de
patégenos (SPF) (en inglés “Specific Pathogen Free”). Los ratones fueron
mantenidos con alimentacién ad libitum con pienso irradiado y agua autoclavada.
La manipulacién de animales se realizd siempre en el interior de campana de flujo
laminar.

Todos los protocolos de experimentacion animal que se utilizaron en este
trabajo de investigacion se atienen a lo dispuesto en la normativa legal vigente y
en particular en el Real Decreto 1201/2005 de 21 de Octubre sobre proteccion de
animales, utilizada para experimentacion y otros fines cientificos y de acuerdo con
la directiva 86/609/CEE, de 14 de Noviembre de 1986 en relacion a la toma de

muestras de animales.

Figura 21.- Ratén transgénico
utilizado. Raton atimico Nude de 5
semanas de edad.

6.3.1.- Cirugia
Los animales fueron divididos en 5 grupos (tabla 6):

- Grupo 1: 1 animal al que solamente se le inyect6 medio DMEM/F-12
+ GlutaMAX-1, sin células, como control negativo.

- Grupo 2: 1 animal al que se le inyectd una dosis de 500.000 células
de linea celular canceriegna MDA-MB-468.

- Grupo 3: 1 animal al que se le inyect6 una suspension celular de CO

proveniente de una paciente sana.
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- Grupo 4: 5 animales a los que se le inyectaron una suspension
celular proveniente de COs de pacientes con CM.
- Grupo 5: 5 animales a los que se le inyectaron una suspension

celular provenientes de MOs de pacientes con CM.

Tabla 6.- Muestras celulares inyectadas a ratones Nude. Se indica las
muestras de CO, MO y MDA-MB-468 utilizadas para la inyeccion en capsula
renal a ratones. Se muestra la cantidad de células que fueron inyectadas de
cada una de las muestras.

Cantidad células
Diagnéstico
inyectadas

Ctrl (medio) =

CO-cesarea SANA 3X108
P1-CO CDI Estadio Il 7X108
P2-CO CDI Estadio IIIA 8X108
P3-CO CDI Estadio IIA 6X10°
P4-CO CDI Estadio I 5X108
P5-CO CDI Estadio | 6X108
P1-MO CDI Estadio IlI 8X108
P2-MO CDI Estadio IlIA 2X108
P3-MO CDI Estadio IIA 8X108
P4-MO CDI Estadio I 4X108
P5-MO CDI Estadio | 6X10°

MDA-MB-468 Linea celular CM metastasica 500.000

Los animales fueron sometidos a solamente un proceso invasivo para la
inyeccidn de las células de CO, MO, y linea celular en su cdpsula renal. Para ello,
todos los animales fueron sedados mediante la administracion de cloruro morfico
al 2% (B.Braun, Melsungen, Alemania) y anestesiados durante la operacion por
inhalacion con isofluorano al 4% (B.Braun, Melsungen, Alemania). Ademas, se
utilizé el analgésico postquirirgico Buprex (RB Pharmaceuticals, Richmond,

EEUU). Estos procesos invasivos se llevaron a cabo con material estéril, bajo una
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campana de flujo laminar y sobre una manta eléctrica para evitar la hipotermia.
Todo el material fue previamente esterilizado por autoclave. Se aplicé una solucién
antiséptica (Povidona lodada 10%) sobre la piel del animal y se procedié a la
incisién de la piel en el lado dorsal izquierdo para acceder a la capsula renal. Se
realiz6 una inyeccién de 50 ul de medio DMEM/F-12 + GlutaMAX-1 con la
suspension celular especifica y la incisién fue cerrada mediante una sutura
“Monosyn 6/0” (B.Braun, Melsungen, Alemania). Una solucion antiséptica
(povidona lodada 10%) fue aplicada sobre la piel del animal antes y después de la

intervencion.

6.3.2.- Monitorizacion de las células inyectadas en los ratones

La monitorizacion de la evolucion de las células inyectadas se realizd
mediante un sistema de imagen in vivo (IVIS) (en inglés “In Vivo Imaging System”)
(Xenogen-IVIS 100 cooled CCD Optical Macroscopic Imaging System, SC
BioScience Corporation, Tokyo, Japan) realizando mediciones cada semana. Este
sistema utiliza una tecnologia de imagen Optica para facilitar el seguimiento
longitudinal del trafico celular en animales vivos. Presenta un conjunto de filtros de
alta eficiencia y una mezcla de espectros con algoritmos que permite sacar el
maximo provecho de la luminiscencia y fluorescencia entre la regién de longitud de
onda que abarca desde el azul al infrarrojo cercano. El instrumento esta equipado
con 10 filtros de excitacién de banda de 30 nm y 18 filtros de emisién de banda de

20 nm, que ayudan a reducir significativamente la autofluorescencia.

El primer dia de monitorizacién, después de la cirugia, se fijaron las
longitudes de onda de emision/excitacion de mCherry, cuyo pico de
absorcién/emisiéon es de 587 nm y 610 nm, respectivamente. Se establecieron 3
longitudes de onda de excitacién y emision (570-620 nm, 605-660 nm, 640-680

nm) que fueron las utilizadas en cada medicidon. Dichas monitorizaciones se

94



IV-Materiales y Métodos

realizaron bajo los efectos de la anestesia por via inhalatoria mediante isofluorano

al 3% (B.Braun, Melsungen, Alemania).

6.3.3.- Andlisis de la invasién metastatica post-mortem

Al cabo de 6 meses los ratones fueron sacrificados mediante inhalacion de
CO:2. De cada uno de los ratones se realiz6 un analisis macroscépico morfolégico
con el fin de evaluar un posible dafio tisular originado por la inyeccién de células
cancerigenas. Ademas de cada uno de los ratones se extrajo la cépsula
suprarrenal izquierda (en la cual se inyectaron las células), la capsula suprarrenal
derecha, el higado, el bazo y el pancreas. De cada uno de estos 6rganos se
extrajo un fragmento para su inclusién en parafina y su posterior analisis
inmunohistoquimico, y el resto del érgano se guardd para su analisis molecular.

Los andlisis moleculares e IHQs se realizaron siguiendo el mismo
protocolo explicado anteriormente. Para el analisis molecular se utilizaron los
cebadores 18S, GCDFP15, MGB1 y SBEM (tabla 4) y dos marcadores mas para la
identificacion de células humanas y células murinas especificamente en los tejidos
analizados, que son HPRTh (Hs02800695 m1) y HPRTm (Mm01545399 m1) (Life
Technologies, Foster City, California, Estados Unidos). HPRTh y HPRTm son
especificos de especie y amplifican una enzima que se expresa en todas las
células del organismo de forma constitutiva, llamada hipoxantina-guanina
fosforribosiltransferasa.

7.- Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se llevd a cabo con el programa “SPSS statistics
version 19”. Para comprobar la distribucion normal de los datos se utiliz6 el test de
Kolmogorov-Smirnov. En funcién si las muestras presentaron una distribucion
normal o0 no, se realizd una comparacion de medias mediante el test T para

muestras independientes o la prueba de Mann-Whitney, respectivamente.
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IV-Materiales y Métodos

El test diagndstico se analizé mediante curvas ROC, para el calculo de su
especificidad y sensibilidad. La media y desviacion estandar también fueron
calculados. Se considerd diferencias estadisticamente significativas si *p<0,05,
**p<0,01 y ***p<0,001. Se considerd no diferencias estadisticamente significativas
(NS) si p>0,05.

La representacion gréafica de los resultados se llevé a cabo mediante el
soporte informéatico GraphPad Instat V5.0 (GraphPad Software, San Diego,

California, Estados Unidos).
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V- RESULTADOS







V-Resultados

1.- Desarrollo del test diagnéstico de marcadores moleculares

Para establecer un panel de marcadores especifico y sensible, se
utilizaron 10 muestras de tejido ovarico sano y 13 muestras de metastasis
confirmada (8 en ovario y 5 en otros tejidos). Se incluyeron ademas 4 muestras de
tumor primario de CM. Como control se utilizé6 un pool comercial de ovario sano

(ov. sano control).

Tal y como se explico en el apartado de materiales y métodos, se extrajo
el ARN de cada muestra y tras cuantificar y determinar su cantidad y calidad de
ARN, se realiz0 la retrotranscripcion a ADNc. Todas las muestras incluidas en este
estudio presentaron una calidad y cantidad 6ptima de ARN y ADNc y se analizaron
mediante RT-gPCR. Como muestra control para el calculo de -AACt se utilizé un
pool comercial de ovario sano y como control endégeno se utilizé el gen

ribosémico 18S.

1.1.- Estudio de expresién génica en muestras de ovario sano

Todas las muestras de ovario sano expresaron el gen 18S utilizado como
control endogeno, indicando que el ADNc de cada muestra era 6ptimo y que la
RT-gPCR habia cursado con éxito. El valor promedio de Ct obtenido en estas 10
muestras fue de 24,07+4,37 (figura 22).
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El gen MUC1 se expres6 en el 70% (7/10) de las muestras de ovario sano.
Su expresion relativa (2-24¢Y) fue de -43,36+61,83 en un rango de -201,01 a 1
(figura 23); indicando que en las muestras de ovario sano la expresiéon de MUC1
era hasta 201,01 veces menor que en la muestra utilizada como control.

El gen WT-1 se expres6 en el 70% (7/10) de las muestras analizadas,
obteniendo un valor promedio de expresion relativa de 1,99+2,91 (figura 23) en un
rango de -1,2 a 9,8.

No se encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) entre los valores
de ACt de MUC1 y WT-1 entre las muestras de ovario sano y el control.

Los genes GCDFP15, MGB1, SBEM y NY-BR-01 no se expresaron en
ninguna de estas 10 muestras, siendo la expresién relativa igual a 1 en todas ellas
(figura 23, 24).
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Figura 23.- Expresion génica de los marcadores de CM en muestras de ovario
sano. Se muestran los valores de 2-22¢t de los genes MUC1 (morado), NY-BR-01 (azul)
y WT-1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 10 muestras de ovario
sano.
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Figura 24.- Expresion génica de los marcadores de CM en muestras de ovario
sano. Se muestran los valores de 222¢t de los genes GCDFP15 (negro), MGBL1 (gris
oscuro) y SBEM (gris claro) de la muestra control y de las 10 muestras de ovario sano.

1.2.- Estudio de expresion génica en muestras de tumor primario de
cancer de mama

Se estudid la expresion génica de 4 muestras de tumor primario de
pacientes con CM. Todas ellas expresaron el gen 18S como control endégeno con
un valor medio de Ct de 19,19+4,21 (figura 25).
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El gen MUCL1 se expreso6 en el 100% de las muestras obteniendo un valor
medio de expresion relativa de 46,60+ 95,79 en un rango de -11,16 y 189,86
(figura 26).

El gen WT-1 se expreso6 en el 50% (2/4) de las muestras con unos valores
de expresion relativa de -6,97 y -130,64 (figura 26), siendo menores que en la
muestra control.

NY-BR-01 se expresé en el 50% (2/4) de las muestras con unos valores
de expresion relativa de 13.650,82 y 189.849,94 (figura 26). La expresion de este
gen es muy especifica de muestras de CM y metastasis, observandose valores de
expresion relativa muy altos, pero no en todas las muestras analizadas.

GCDFP15 se expreso en el 75% (3/4) de las muestras de CM presentando
una expresion relativa promedio de 1.158.237,76+18,71 y un rango de 18,71 y
1.158.237,76 (figura 27).

MGB1 se expresé en el 50% (2/4) de las muestras, obteniendo unos
valores de expresion relativa de 55,26 y 3.618,01 (figura 27).

SBEM se expres6 en 3 muestras, siendo la expresion relativa 12,12; 10,48
y 37,25 (figura 27).

En ninguno de los genes analizados en este grupo muestral se
encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) respecto al control de ovario

sano en sus valores de ACt obtenidos.
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Figura 26.- Expresion génica de los marcadores en muestras de tumor 1° de CM.
Se muestran los valores de 224Ct de los genes MUC1 (morado), NY-BR-01 (azul) y WT-
1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 4 muestras tumor 1° de CM.
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Figura 27.- Expresién génica de los marcadores en muestras de tumor 1° de CM.
Se muestran los valores de 222¢ de los genes GCDFP15 (negro), MGB1 (gris oscuro) y
SBEM (gris claro) de la muestra control de ovario sano y de las 4 muestras tumor 1° de

CM.
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1.3.- Estudio de expresion génica en muestras de corteza ovarica con
metastasis confirmada

Todas las muestras de CO expresaron el gen 18S utilizado como control
enddgeno. El valor promedio de Ct obtenido en estas 8 muestras fue de
20,53+1,07 (figura 28).
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El gen MUCL1 se expreso en el 100% de las muestras (8/8). La expresién
relativa media fue de -0,41+16,67, en un rango de -18,75 a 36,59 (figura 29). No se
encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) entre los valores de ACt entre
este grupo de muestras y el control. Estos valores indican que el gen MUC1 no es
un buen candidato para la deteccidon de metastasis en ovario, ya que se expresa
de igual manera tanto en CO sana como en CO con metéstasis.

El gen WT-1 se expresé en el 87,5% (7/8) de las muestras analizadas
obteniendo un valor promedio de expresion relativa de 26,95+58,88 en un rango
de -1,69 a 171,62 (figura 29). No se encontraron diferencias significativas (NS;

p>0,05) respecto a la muestra control.
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El gen NY-BR-01 se expres6 en el 50% (4/8) de las muestras de
metastasis en ovario, obteniendo un valor promedio de expresion relativa de
12.838,33+£16.760,13 (figura 29), en un rango de 99,75 a 36.122,27. Dada la
ausencia de expresion de NY-BR-01 en las muestras de ovario sano y en el
control, estos valores muestran que la deteccién de la expresién del gen
NY-BR-01 es indicativo de la presencia de células malignas. Sin embargo, la
ausencia de la expresién de NY-BR-01 no indica que el tejido esté libre de
enfermedad metastética y que a pesar de ser un gen muy especifico, es poco
sensible para la deteccion de micrometéstasis de CM, ya que solo se expreso en
el 50% de las muestras con metastasis confirmada en ovario, ademas, no se
encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) entre el ACt de este grupo de
muestras y la muestra control.

El gen GCDFP15 se expreso en el 75% (6/8) de los casos, obteniendo un
valor promedio de expresion relativa de 10.425,18+27.565,85, en un rango de
32,87 a 78.559,6 (figura 30). Estos elevados valores de expresion relativa para el
gen GCDFP15 hacen de él un buen candidato para su inclusion en el test
diagnostico. EI ACt mostré diferencias significativas (*p<0,05) respecto a la
muestra control.

El gen MGBL1 se expreso en el 87,5% (7/8) de las metéstasis en ovario. La
expresion relativa media obtenida fue de 30.113,51+61.004,23 en un rango de
15,75 y 177.849,82 (figura 30). Este marcador es altamente especifico y sensible
ya que solo se expresd en muestras con células malignas y se obtuvieron unos
valores de 222Ct muy elevados y ademas, el ACt mostr6 diferencias muy
significativas (***p<0,001) respecto a la muestra control.

El gen SBEM se detecté en 87,5% (7/8) de las muestras con metéastasis
en ovario, obteniéndose un valor promedio de expresion relativa de
452.552,01+1.273.314,81 (figura 30), en un rango de 3.603.831,18 y 17,81. Dada
la elevada expresion relativa de SBEM y la ausencia de expresién del mismo en

CO sana, se puede considerar un candidato éptimo para la inclusién en el test
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diagnéstico de metéastasis. EI ACt mostré diferencias significativas (*p<0,05)

respecto a la muestra control.
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Figura 29.- Expresion génica de los marcadores en muestras de CO metastaticas
de pacientes con CM. Se muestran los valores de 2-22Ct de los genes MUC1 (morado),
NY-BR-01 (azul) y WT-1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 8
muestras de metastasis en ovario (M1-CO-1 - M1-CO-8).

4000000 =
Il GCDFP15
2000000 @ MCB1
[ SBEM
3]
:I’l 200
o8
S 100
©
e - I n in ”n
s
]
o 4
g
>
w 2
0" N O D > H O A
°(§ ,\,00 '\’00 \90 \90 \'00 \loo \S'o \90
oop AR R R R R RN
&
oY

Figura 30.- Expresion génica de los marcadores en muestras de CO metastaticas
de pacientes con CM. Se muestran los valores de 222¢t de los genes GCDFP15
(negro), MGBL1 (gris oscuro) y SBEM (gris claro) de la muestra control de ovario sano y
de las 8 muestras de metastasis en ovario (M1-CO-1 - M1-CO-8).
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1.4.- Estudio de expresion génica en muestras de metastasis
confirmada en otros tejidos

Los genes candidatos se estudiaron también en 5 muestras con
metastasis confirmada de higado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino
procedentes de pacientes con CM.

Todas estas muestras expresaron el gen 18S utilizado como control
endogeno. El valor promedio de Ct obtenido en estas 5 muestras fue de
19,68+3,79 (figura 31).
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Figura 31.- Valor Ct del gen 18S obtenido de las muestras de metastasis en otros
tejidos. Se muestran los valores de Ct con su desviacion estandar (obtenida de 3
réplicas) en el control y en las 5 muestras de metastasis (M1).

Los valores de expresion relativa de los genes candidatos obtenidos en
estos tejidos se muestran en la tabla 7 y en la figura 32 y 33.
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Tabla 7.- Expresién de las muestras de metastasis de pacientes con CM. Se
muestra el valor de ACt obtenido para cada uno de los genes seleccionados en cada
una de las muestras de metastasis (M1) en distintos tejidos de pacientes con CM.

Ctrl-Ovario sano

9.97:0,71 1359042 0 0

Mihigado 10634020 1499:051 1837:031 1164:022 2039:067 16,4340.1
Mipleura 7031051 1836:084 13268161 1212:057 0 1457£2,89
M1 csea 10,0340,18 0 0 12,6440,19 0 0

M1 ocular

14,24+0,24 14,63+0,96 14,63+0,67 17,99+0,64 19,07+0,73 9,19+0,24
M1 ligamento

uterino 13,41+0,44 10,83+0,56 0 19,78+0,26 0 0

El gen MUC1 y WT-1 no son buenos candidatos para la deteccion de
metastasis ya que no existen diferencias significativas (NS; p>0,05) en el valor de
ACt entre muestras con metéstasis y ovario sano.

El gen NY-BR-01 presenta una especificidad del 100% ya que solo se
expresO en muestras metastaticas, sin embargo es un marcador poco sensible ya
gue no se expresa en un porcentaje elevado y no se encontraron diferencias
significativas (NS; p>0,05) con el control en el valor de ACt.

Los genes GCDFP15, MGB1 y SBEM, debido a su alta sensibilidad y
especificidad en las muestras con metastasis confirmada respecto a los tejidos
sanos, fueron incluidos en el test diagndstico, aunque solamente se obtuvieron
diferencias significativas (*p<0,05) entre este grupo y el control en los genes
GCDFP15 y SBEM.

110



V-Resultados

3 @ muc1
iy 0 Nv-eR01
— O wrt-1
5 20000
< =
<
200
©
2 100 ”
S
o 5- ==
c
11—
2 o@mOO _ ~ @EMn nl_l
5 d H
i
-5
-10 T -
> o 2 2> N o
o“o ‘&b \0‘§ & o‘)\’b e{\o
< .\"‘\ a® KN A° &
o“o & N A e&o
04~" &
©

Figura 32.- Expresién génica de los marcadores en muestras de metastasis de CM.
Se muestran los valores de 222t de los genes MUC1 (morado), NY-BR-01 (azul) y WT-
1 (blanco) de la muestra control de ovario sano y de las 5 muestras de metastasis (M1)
en higado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino.
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Figura 33.- Expresion génica de los marcadores en muestras de metastasis de
CM. Se muestran los valores de 222¢t de los genes GCDFP15 (negro), MGB1 (gris
oscuro) y SBEM (gris claro) de la muestra control de ovario sano y de las 5 muestras
de metastasis (M1) en higado, pleura, hueso, ojo y ligamento uterino.
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1.5.- Seleccién de marcadores para el test diagnéstico

- MUC1: Este marcador se expresO en todos los grupos de muestras
analizadas. No se encontraron diferencias significativas (NS; p>0,05) en la
expresién génica de este gen entre muestras con metastasis confirmada y
sanas. Debido a su baja especificidad para la deteccién de células
malignas en tejido, fue descartado como candidato para su inclusién en el
panel de marcadores del test diagnostico.

- WT-1: Se expreso6 tanto en muestras con metastasis confirmada como en
sanas, no encontrandose diferencias significativas (NS; p>0,05) entre
ambos grupos. Por lo tanto, tampoco fue incluido en nuestro panel de
marcadores de deteccion de micrometastasis.

-NY-BR-01: Presentd una expresion especifica en muestras con
enfermedad metastatica y no se expresé en ninguna de las muestras
catalogadas como sanas, observandose diferencias significativas
(*p<0,05) entre ambos grupos. Sin embargo, dado que su expresion en
muestras con metastasis confirmada fue solo en el 50% de los casos de
CO y el 60% de los casos de metastasis en otros tejidos, este gen fue
descartado como marcador para su inclusién en el test diagnostico debido
a su baja sensibilidad en la deteccion de células metastaticas. Un
resultado positivo en la expresién relativa de este gen indicaria la
presencia de células malignas, pero un resultado negativo no seria
informativo.

- GCDFP15: La expresion de GCDFP15 fue significativamente mayor
(***p<0,001) en las muestras con metastasis confirmada respecto a las
muestras de ovario sano. Conjuntamente, GCDFP15 se expres6 en el
85% de las muestras afectas (6/8 COs y en higado, pleura, hueso, ojo y
ligamento uterino) mientras que su expresion fue nula en las muestras de

ovario sano.
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- MGB1: La expresion de MGB1 fue significativamente mayor (*p<0,05) en
las muestras con metéastasis confirmada respecto a las muestras de ovario
sano. MGB1 se expreso en 7/8 de COs y en metastasis de higado y ojo.

- SBEM: La expresion de SBEM fue significativamente mayor (***p<0,001)
en las muestras con metastasis confirmada respecto a las muestras de
ovario sano. SBEM se expreso en 7/8 CO afectas y en las muestras de

metastasis de higado, pleura y ojo.

1.5.1.- Calculo de la especificidad y sensibilidad de los marcadores

seleccionados mediante curvas ROC

Los genes seleccionados para ser incluidos en el test diagnostico fueron
sometidos a un analisis estadistico de curvas ROC para calcular su especificidad y
sensibilidad.

- GCDFP15: El analisis de las curvas ROC de muestras sanas frente a
muestras metastaticas mostr6 que con una especificidad de 1,0; la
sensibilidad obtenida es de 0,85 (figura 34A). La comparacion de muestras
de ovario sano con muestras de ovario afecto, presenté una sensibilidad
de 0,75 con una especificidad de 1 (figura 34B). Con estos resultados se
establecié que GCDFP15 es un buen candidato para su incorporacién en
el panel de marcadores del test diagnéstico.

- MGBL1: El analisis estadistico mediante las curvas ROC de las muestras

sanas contra las muestras metastaticas mostr6 que MGB1 presenta una

sensibilidad de 0,69 con una especificidad de 1,0 (figura 34A). La
comparacion de las muestras de ovario metastatico con ovario sano
mostré una sensibilidad de 0,87 con una especificidad de 1,0 (figura 34B).

MGBL1 es un buen marcador para la deteccién de metastasis en ovario, no

siendo tan sensible cuando se generaliza en las muestras metastaticas en

todo el organismo. El estudio de la expresion de MGB1 se considera un
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buen candidato para el test diagnéstico, ya que presenta una alta

especificidad y sensibilidad.

- SBEM: La comparacion de todas las muestras sanas con todas las

muestras afectas, mostré un valor estadistico de una sensibilidad de 0,77
con una especificidad de 1,0 (figura 34). Al realizar el mismo analisis

comparando las muestras de CO sanas con afectas, la sensibilidad

aumenta a 0,87, con una especificidad de 1,0 (figura 34), por tanto, es un

buen candidato para su inclusién en nuestro test diagndstico.
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Figura 34.- Curvas ROC de la expresion relativa de los genes GCDFP15, MGB1 y
SBEM. En la figura A se muestra la curva ROC obtenida de la comparacion entre las
muestras sanas y las afectas. En la figura B se muestra la curva ROC resultante de la
comparacion entre las muestras de CO sanas y las muestras de CO afectas.

1.5.2.- Valoracién de los marcadores moleculares seleccionados para el

test diagnéstico

Con los resultados obtenidos se establecié el panel de marcadores idéneo

para el test diagnostico en desarrollo. Este panel de marcadores consta de los

genes GCDFP15, MGB1 y SBEM, cuya expresion génica serd estudiada en

muestras con riesgo de presentar micrometastasis.
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Este test diagnéstico se considerara positivo, es decir, que la muestra
contiene células malignas, cuando 1 de los 3 marcadores presente un valor de
expresion relativa mayor a 10. Siguiendo este criterio, la especificidad del test es
de 1,0 y la sensibilidad de 0,92 con un valor predictivo positivo de 1 y un valor

predictivo negativo de 0,91.

1.6.- Estudio inmunohistoquimico del test diagnéstico

Se estudi6 la expresion proteica de los genes incluidos en el test
diagnéstico mediante técnicas IHQs (GCDFP15, MGB1, SBEM). Debido a que
WT-1 es considerado a nivel histolégico como un marcador de ovario sano, a
pesar de no incluirlo en el test diagndstico molecular, también se analizé desde el

punto de vista proteico.

1.6.1.- Estudio inmunohistoquimico de GCDFP15

Las muestras de ovario sano no presentaron inmunotincion para esta
proteina (figura 35A) al igual que las muestras de metastasis confirmada en hueso
(figura 35B), ojo (figura 35C) y ligamento uterino (figura 35D). En las muestras de
metéastasis confirmada en ovario (figura 35E) y en higado (figura 35F) se observo
una clara expresion de GCDFP15.

R A Tt

Figura 35.- IHQ de GCDFP15. Muestra de ovario sano (A). Metastasis 6sea (B).
Metastasis ocular (C). Metastasis en ligamento uterino (D). Metastasis en CO (E)
Metéstasis en higado (F). Control positivo (tumor primario de CM) (G). Control negativo
(H). Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 um en la figura A.
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1.6.2.- Estudio inmunohistoquimico de MGB1

No se observé inmunotincién de MGB1 en las muestras de ovario sano
(figura 36A), metastasis confirmada en hueso (figura 36B) y en ligamento uterino
(figura 36C). Sin embargo, las muestras de metastasis confirmada en ovario

(figura 36D), en higado (figura 36E) y en ojo (figura 36F) presentaron una clara

expresioén proteica de MGB1.

Figura 36.- IHQ de MGB1. Muestra de ovario sano (A). Metastasis 6sea (B). Metastasis
en ligamento uterino (C). Metastasis en CO (D). Metastasis en higado (E). Metastasis
ocular (F). Control positivo (G). Control negativo (H). Fotos tomadas con objetivo 20X.
Escala a 100 um en la figura A.

1.6.3.- Estudio inmunohistoquimico de SBEM

Las muestras de ovario sano (figura 37A), metastasis 0sea (figura 37B) y
ligamento uterino (figura 37C) fueron negativas para la expresion de SBEM a nivel
proteico. Por el contrario, la expresién de SBEM fue evidente en muestras de

metéastasis en ovario (figura 37D) en higado (figura 37E) y en ojo (figura 37F).
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Figura 37.- IHQ de SBEM. Muestra de ovario sano (A). Metastasis 6sea (B). Metastasis
en ligamento uterino (C). Metastasis en CO (D). Metastasis en higado (E) Metastasis
ocular (F). Control positivo (G). Control negativo (H). Fotos tomadas con objetivo 20X.
Escala a 100 pm en la figura A.

1.6.4.- Estudio inmunohistoquimico de WT-1

En las muestras de ovario sano (figura 38A), y en las muestras de
metéstasis ésea (figura 38B), ocular (figura 38C), en higado (figura 38D) y
ligamento uterino (figura 38E) se observd un marcaje positivo para la proteina WT-
1. Sin embargo, este marcaje fue ausente en las muestras de metastasis de ovario
de CM (figura 38F). La diferencia de marcaje entre las muestras de ovario sano y
las de metastasis en ovario corrobora el estado sano o afecto de cada muestra, ya
gue esta descrito que WT-1 es un marcador especifico de tejido ovarico que esta

ausente en metéstasis de CM (Sanchez-Serrano et al., 2009).
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Figura 38.- IHQ de WT-1. Muestra de ovario sano (A). Metastasis 6sea (B). Metastasis
ocular (C). Metastasis en higado (D). Metastasis en ligamento uterino (E). Metastasis en
CO (F). Control positivo (G). Control negativo (H). Fotos tomadas con objetivo 20X.
Escala a 100 um en la figura A.

1.7.- Estudio comparativo de la expresion génica y proteica de los

marcadores seleccionados para el test diagnostico

Una vez presentados los resultados correspondientes a la expresion
génica y proteica de los marcadores seleccionados para ser incluidos en el test
diagndstico de micrometastasis en tejido ovarico de pacientes de PF con CM, se
llevd a cabo una valoracion comparativa entre ambas técnicas (tabla 8).

Tabla 8.- Comparacion RT-gPCR e IHQ. Se muestran los

resultados obtenidos mediante RT-gPCR (2-AACt) e IHQ para las
muestras de metastasis confirmada para los genes GCDFP15,

MGB1 y SBEM.
RT-qPCR RT-qPCR RT-qPCR
@-aacy M2 paacy M@ p.ancy M@
Ovario sano 1 - 1 - 1 -
Metastasis CO 45976,15 + 43.491,62 + 6.150.112,84 +
Metastasis higado  1.435,11 + 16,46 T 24,08 T
Metastasis 6seo 705,01 - 1 - 1 -
Metastasis ocular 17,2 - 40,34 + 3.567,9 +
peiastsie 1 - 92852011367 - 1 :

ligamento uterino
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2.- Analisis de tejido ovarico de pacientes de Preservacién de la
Fertilidad

Se analizaron un total 60 muestras de CO y MO de pacientes con CM que

acudieron a nuestro programa de PF mediante métodos moleculares y por IHQ.

2.1.- Estudio de expresion génica mediante técnicas moleculares

Se llevd a cabo el estudio de la expresion génica de los genes
previamente seleccionados en el test diagnéstico: GCDFP15, MGB1 y SBEM.

El control enddégeno (gen 18S) fue expresado en todas las muestras de
CO (Ct=20,66+4,19) y de MO (19,29+3,69) (figura39).

GCDFP15 no se expres6 en ninguna de las muestras analizadas excepto
en una muestra de MO que presenté un Ct de 36,94, siendo su valor de expresién
génica relativa de 1,19. El gen MGB1 no se expresoO en ninguna de las muestras
analizadas. En el caso del gen SBEM se obtuvo una expresion negativa en 5
muestras de CO (Ct=38,83+0,88) y en 3 de MO (35,96+1,41) y una expresion
positiva en 1 CO y 2 de MO (figura 39), resultando en una expresion génica
relativa media de 0,26+2,68 y 0,69+1,40 respectivamente. Dado que estas
muestras presentaron un valor de Ct cercano a 40, valor a partir del cual se
considera ausencia de expresion, la expresion relativa de SBEM presentd un valor
similar al control de ovario sano (NS; p>0,05). A esto debemos sumarle que en los
parametros establecidos en el test diagnéstico se considera positivo cuando la
expresion génica relativa es mayor a 10, por lo tanto, podemos considerar que

tanto en las muestras de CO como en las de MO la expresion de SBEM es

negativa.
o 18s Figura 39.- Valor medio de Ct en
40- B GCDFP15 ~ Muestras de CO y MO. Se muestran
_ - + [E MGB1 los valores de Ct promedios del control
O SBEM y de las muestras de CO y MO. Para
GCDFP15 solamente se obtuvo un
5 20: valor de Ct en una muestra de MO. El

gen MGB1 no se expresé en ninguna
] de las muestras analizadas. Para
| SBEM obtuvo valor de Cten 6 COy 5

MO de un total de 60 y 50

-60\ ,QQ QQ respectivamente.
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A continuacion se comparo si las muestras de CO y MO que presentaron
un valor de Ct menor a 40 pertenecian a la misma paciente (figura 40). De todas
ellas solamente 2 pacientes presentaron una expresion relativa de SBEM tanto en
CO como en MO.

I GCDFP15
E MGB1

%‘ 2] » N O SBEM
£ ] |
: NI EE  lmm EED C|mm WA
& -0 -107 D -12' |_|
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= ] ] 11
L lwm oam_ el mal| /AW mA
a 0 w—
. -107 -107 -107]
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5 27 2] <l
3
i dgm mm IEEM llH il o N
[
§ o - - 10 0 =
d 10 -107 -10]

-20 -20 -20

P7-CO P7-MO P8-CO P8-MO P9O-CO P9-MO

Figura 40.- Expresion relativa en las muestras de CO y MO con valor en algun
gen diferente a 1. Se muestran los valores de 222° obtenidos para cada gen en
las muestras de CO y MO de las pacientes que obtuvieron algun valor en alguno de
los 3 genes diferente a 1.
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2.2.- Estudio morfolégico e inmunohistoquimico de las muestras de
tejido ovarico de pacientes de Preservacion de la Fertilidad

Todas las muestras obtenidas de cada paciente de PF fueron examinadas
a nivel morfolégico con Hematoxilina-Eosina para determinar si presentaban
infiltracion neoplasica evidente. Ninguna de ellas presenté dicha morfologia.

Se llevé a cabo el andlisis de la expresion proteica de los marcadores
GCDFP15, MGB1 y SBEM en todas las muestras de CO y MO de las pacientes de
PF con CM.

Ninguna de las muestras analizadas tanto de CO como de MO
presentaron inmunotincion para los marcadores GCDFP15 (figura 41A y D), MGB1
(figura 41B y E) ni SBEM (figura 41G y F).

Figura 41.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM. Inmunotincién de CO de pacientes de
PF para GCDFP15, MGB1 y SBEM (A, B, C) de MO de pacientes de PF para
GCDFP15, MGB1 y SBEM (D, E, F) y control positivo para los tres marcadores (G, H, I).
Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 um en la figura A.
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3.- Ensayo de invasién celular in vitro

La cuantificacion de la invasiéon celular se analiz6 en 5 COs y 4 MOs
procedentes de pacientes con CM del programa de PF. Como control positivo se
utilizaron dos lineas celulares cancerigenas de CM con poder metastatico: MDA-
MB-231 y MDA-MB-468. Como control negativo del ensayo se utilizé medio libre
de suspension celular. Cada una de las muestras se realiz6 por duplicado. La
invasion celular se midi6 mediante cuantificacion colorimétrica de la densidad
Optica a 560 nm.

Para cada muestra se obtuvo el valor medio de la absorbancia de las dos
réplicas y posteriormente se realizé la media de todas las COs y de las MOs del
ensayo (figura 42). La capacidad invasora de estas células fue similar a la
encontrada en el control negativo. No se encontraron diferencias significativas
entre la absorbancia en las muestras celulares de CO (0,25+0,06) ni de la MO
(0,21+0,06) con la absorbancia en el control negativo (0,11+0,02) (NS; p>0,05)
(figura 42).

Como control positivo del ensayo, se utilizaron dos lineas celulares de CM
con capacidad invasora. La absorbancia en los controles positivos fue mayor
(***p<0,001) (MDA-MB-231: 0,83+0,10; MDA-MB-468: 0,61+0,02) que la
encontrada en las muestras de CO (0,25+0,06) y MO (0,21+0,06), asi como en el
control negativo (0,11+0,02), con diferencias estadisticamente significativas
(***p<0,001) en todos los casos (figura 42).

Estos resultados muestran que las COs y MOs de pacientes con CM
incluidas en el estudio no presentan caracteristicas de células invasoras, y por lo

tanto, indica que estos tejidos ovaricos estan libres de células malignas.
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Figura 42.- Valores de Absorbancia a 560 nm de las muetras incluidas en el
ensayo de invasion celular. Se muestra el valor medio y la desviacién estandar de la
absorbancia medida en las muestras de control negativo (0,11+0,02), en las lineas
celulares cancerigenas MDA-MB-231 (0,83+0,10) y MDA-MB-468 (0,61+0,02) y en las
muestras de CO (0,25+0,06) y MO (0,21+0,06) de pacientes con CM. En el caso de los
valores representados de las muestras de COs y MOs, corresponden a la media de los
valores encontrados en 5 COs y 4 MOs. Se encontraron diferencias significativas entre
el control negativo y las dos lineas celulares de CM (***p<0,001) y entre las COs y MOs
con las dos lineas celulares de CM (***p<0,001). No se encontraron diferencias
significativas entre el control negativo y las COs y MOs (NS; p>0,05).

4.- Modelo in vivo

4.1.- Monitorizacién de las células inyectadas en los ratones

La monitorizacion de la evolucion de las células inyectadas se realizo
mediante la técnica IVIS realizando mediciones una vez a la semana durante 6
meses.

En todos los ratones se visualizé la inyeccién celular localizada en la

capsula suprarrenal izquierda 3 dias después de la cirugia, excepto en el control
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negativo. Estas mediciones se realizaron cada semana durante 6 meses para
monitorizar una posible expansion de las células inyectadas in situ o a otros
organos, fruto de una metastasis.

Como control negativo de la sefial fluorescente se utilizé el ratén al que se
le inyectdé medio de cultivo libre de células. En éste no se observd marca
fluorescente en ninguna de las mediciones realizadas (figura 43).

Como control positivo de este estudio, se utilizé un ratén al que se le
inyectaron 500.000 células de linea celular metastatica de CM. Se observé un
aumento del tamafio de la sefial a las 14 semanas post-cirugia. A la semana 16 la
sefial se expandi6 a todo el dorso del animal, cubriendo el lado derecho dorsal del
mismo (figura 43, 44).

En el grupo experimental de ratones en los que se inyectaron las células
de CO y MO procedentes de pacientes con CM que recurren a PF (N=5 CO y N=5
MO) o CO sana (procedente de cesarea, N=1), no se observdé movimiento celular
de las células inyectadas, ya que la marca fluorescente se localizaba siempre en la

capsula suprarrenal izquierda (figura 43).
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Figura 43.- Seguimiento de las células inyectadas en capsula suprarrenal del
raton mediante IVIS. Dia 1 de inyeccion celular de control medio (A), control CO sana
(cesarea) (B), CO y MO de paciente con CM (C y D) y linea celular cancerigena (E).
Seguimiento de las células inyectadas después de 24 semanas de la intervencion en el
raton de control medio (F), control CO sana (cesarea) (G), CO y MO de paciente con
CM (H y 1) y linea celular cancerigena (J) (fallecié a la semana 16). Fotos tomadas con
una longitud de onda de emisién y de excitacion de 605-660 nm.
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Semana 24

9] BUBWS
d3a

D3 D97 D104

Figura 44.- Seguimiento de las células cancerigenas inyectadas en la capsula
suprarrenal del ratébn mediante IVIS. Se muestra el seguimiento de las células
marcadas e inyectadas en el ratén al dia 3 post-cirugia (A), dia 97 (B), dia 104 (C), dia
111 (D) y dia 118 (E). Después de la ultima medicion el ratén fallecié. Fotos tomadas
con una longitud de onda de emision y de excitacion de 605-660nm.
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4.2.- Comprobacién macroscépica del dafio tisular post-mortem

Transcurridos 6 meses desde el dia de la cirugia, cada raton fue
sacrificado mediante inhalacion de CO2. Se evalué el posible dafio tisular
macroscoépica y morfolégicamente en cada uno de ellos. En el Gnico ratén en el
gue se identificd claramente un dafio tisular generalizado fue en el que se habia
inyectado 500.000 células de la linea celular metastatica de CM (control positivo).
En él se observé una inflamacién abdominal prominente (figura 45A), causada por
la presencia de un tumor de 2,5 cm (figura 45C). La glandula suprarrenal
izquierda, en la que se habian inyectado las células, no se identificaba por la
inclusion de la misma en el tumor. Ademas presenté alteraciones en higado, bazo,
pancreas y glandula suprarrenal derecha (figura 45B). El resto de los ratones no

presentaron anomalias morfoldgicas ni presencia de masa tumoral (figura 45D, E).

Figura 45.- Evaluacién macroscépica de dafio tisular. Las figuras A, B y C
corresponden al ratén con inyeccion de 500.000 células metastaticas el dia de la
necropsia (A, B, C). Se observa la inflamacion abdominal (A), presencia de tumor y
dafio en érganos internos (B, C). El tumor mide unos 2,5 cm (C). Las figuras D y E
corresponden a uno de los ratones con inyeccion de células de CO procedentes de
pacientes con CM. Presenta un aspecto normal, sin inflamacién y sin ningn érgano
afectado.
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4.3.- Estudio de expresion génica

De las muestras extraidas de cada ratén (capsula suprarrenal derecha,
capsula suprarrenal izquierda o tumor, higado, pancreas y bazo) se analizé la
expresion de: los tres marcadores seleccionados en el panel de deteccién de
micrometéastasis (GCDFP15, MGB1 y SBEM). Como controles se emplearon el
gen 18S, HPRT especifico de tejido raton (HPRTm) y HPRT especifico de tejido
humano (HPRTh). Ademas todos estos genes se evaluaron en la linea celular
metastatica previa a la inyeccion en el ratéon, expresando el gen MGB1
(ACt=20,74) y el gen SBEM (ACt=20,15).

La expresion génica de los marcadores analizados en el ratén utilizado
como control negativo (inyeccion de medio de cultivo) fue negativa para los 3
genes del panel de marcadores seleccionado: GCDFP15, MGB1 y SBEM.

En el grupo experimental utilizado como control positivo de presencia de
células metastaticas de CM, se detecté expresion del gen SBEM en la masa
tumoral (Ct=27,25; ACt=11,92), en la glandula suprarrenal derecha (Ct=28,57;
ACt=11,98), en el bazo (Ct=24,47; ACt=4,21), asi como en el pancreas (Ct= 25,41
25; ACt=-7,5) del ratén. En el caso de la glandula suprarrenal derecha del mismo
ratén, también se detect6 expresion del gen MGB1 (Ct=18,36; ACt=1,76).

Todos los tejidos de los ratones en los que se inyectaron células
procedentes de CO o MO de pacientes con CM o CO de pacientes sanas no
expresaron ninguno de los marcadores de nuestro panel especifico de deteccion

de micrometastasis.

4.4.- Estudio morfoldgico e inmunohistoquimico
Se estudié la expresion proteica de los genes incluidos en el test
diagnéstico (GCDFP15, MGB1 y SBEM) mediante técnicas IHQs de los tejidos

extraidos de cada ratén de los diferentes grupos estudiados.
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4.4.1.- Controles de inmunohistoguimica

Para todas las muestras analizadas mediante IHQ para los tres
marcadores, se utilizd como control de la técnica una muestra validada en la que
existe una expresién proteica de los marcadores a analizar (muestra de CO con
metastasis de CM). Como control negativo de la técnica se utilizaron cortes en los
gue no se afiadioé anticuerpo primario. En la figura 46A, 46B, 46C se muestran los
controles positivos para los tres marcadores estudiados (GCDFP15. MGB1 y
SBEM, respectivamente) y en la figura 46D, 46E, 46F se muestran los controles

negativos de las IHQ que se detallan a continuacion.

Figura 46.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM control positivo y negativo de IHQ.
Inmunotincion de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para una CO con metastasis utilizada
como control positivo de la IHQ (A, B, C) y control negativo de IHQ (no anticuerpo) (D,
E, F). Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 pm en la figura A.
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4.4.2.- Estudio inmunohistoguimico de ratones controles

Se analizé la expresion proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y
SBEM en glandula suprarrenal derecha (figura 47A, B, C), glandula suprarrenal
izquierda (figura 47D, E, F), higado (figura 47G, H, I), pancreas (figura 47J, K, L), y
bazo (figura 47M, N, O) del ratén en el que se habia inyectado solamente medio
de cultivo (control negativo). Ninguna de las muestras analizadas presentaron
inmunotincién para GCDFP15, MGB1 y SBEM, excepto en el bazo donde se

observd marcaje para los tres marcadores.

Se analiz6 la expresion proteica mediante IHQ de GCDFP15, MGB1 y
SBEM de los 6rganos extraidos del raton tratado como control positivo de invasion
celular, en el que se habian inyectado 500.000 células de la linea celular
metastatica. En la glandula suprarrenal derecha se observé expresion proteica de
MGB1 (tenue) y SBEM, siendo nula para la proteina GCDFP15 (figura 48A, B, C).
En el tumor (glandula suprarrenal izquierda) se observd inmunotincion para los
marcadores analizados MGB1 y SBEM, siendo ausente para el marcador
GCDFP15 (figura 48D, E, F). En el higado solamente se observé una tincién débil
para el marcador SBEM (figura 48G, H, I). En el pancreas se observé
inmunomarcaje para SBEM y no para GCDFP15 ni MGBL1 (figura 48J, K, L). Por

ultimo, en el bazo se observé marcaje para los tres marcadores (figura 48M, N, O).
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. GCDFP15

Figura 47.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM rat6n control negativo. Inmunotincién
de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glandula suprarrenal derecha (A, B, C), glandula
suprarrenal izquierda (D, E, F), higado (G, H, 1), pancreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del
raton control negativo (inyeccion medio de cultivo). Fotos tomadas con objetivo 20X.
Escala a 100 pm en la figura A.
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Figura 48.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM ratén con células metastaticas de CM.
Inmunotinciéon de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glandula suprarrenal derecha (A, B,
C), tumor (D, E, F), higado (G, H, I), pancreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del ratén control
positivo (inyeccion 500.000 células cancerigenas de la linea celular). Fotos tomadas con
objetivo 20X. Escala a 100 pm en la figura A.
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4.4.3.-Estudio _inmunohistoguimico de ratén con células de corteza vy

médula ovarica

Se analiz6 la expresion proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y
SBEM en la glandula suprarrenal derecha (figura 49A, B, C), glandula suprarrenal
izquierda (figura 49D, E, F), higado (figura 49G, H, 1), pancreas (figura 49J, K, L) y
bazo (figura 49M, N, O) del ratdn con inyeccion de células procedentes de CO
sana. No se observd inmunotinciéon para ninguno de los 3 marcadores analizados,

excepto en el bazo donde se observé marcaje para los tres marcadores.

Se analiz6 la expresion proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y
SBEM en la glandula suprarrenal derecha (figura 50A, B, C), glandula suprarrenal
izquierda (figura 50D, E, F), higado (figura 50G, H, 1), pancreas (figura 50J, K, L) y
bazo (figura 50M, N, O) del ratén con inyeccién de células procedentes de CO de
pacientes con CM. No se observé inmunotincion para ninguno de los 3
marcadores analizados, excepto en el bazo donde se observé marcaje para los

tres marcadores.

Se analiz6 la expresion proteica de los marcadores GCDFP15, MGB1 y
SBEM en la glandula suprarrenal derecha (figura 51A, B, C), glandula suprarrenal
izquierda (figura 51D, E, F), higado (figura 51G, H, 1), pancreas (figura 51J, K, L) y
bazo (figura 51M, N, O) del ratén con inyeccion de células procedentes de MO de
pacientes con CM. No se observé inmunotincion para ninguno de los 3
marcadores analizados, excepto en el bazo donde se observé marcaje para los

tres marcadores.
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Figura 49.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM del ratén con inyeccién de células de
CO sana. Inmunotincion de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glandula suprarrenal
derecha (A, B, C), glandula suprarrenal izquierda (D, E, F), higado (G, H, 1), pancreas (J,
K, L) y bazo (M, N, O) del ratén con células de CO sana. Fotos tomadas con objetivo
20X. Escala a 100 um en la figura A.
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Figura 50.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM del ratén con inyeccién de células de
CO de pacientes con CM. Inmunotincién de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para glandula
suprarrenal derecha (A, B, C), glandula suprarrenal izquierda (D, E, F), higado (G, H, 1),
pancreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del ratén con células de CO de pacientes con CM.
Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 um en la figura A.
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Figura 51.- IHQ de GCDFP15, MGB1 y SBEM del ratén con inyeccion de células
de MO de pacientes con CM. Inmunotincion de GCDFP15, MGB1 Y SBEM para
glandula suprarrenal derecha (A, B, C), glandula suprarrenal izquierda (D, E, F),
higado (G, H, 1), pancreas (J, K, L) y bazo (M, N, O) del ratén con células de MO de
pacientes con CM. Fotos tomadas con objetivo 20X. Escala a 100 um en la figura A.

135






VI- DISCUSION







VI- Discusion

El objetivo principal de este estudio fue demostrar la seguridad en la
criopreservacion de CO como método para la PF en pacientes con CM en estadios
I-llla. En este estudio se analiza por primera vez la MO de pacientes con CM. El
hecho que nos llevé a plantearnos el analisis de la MO es que, a pesar de que el
procesamiento de la CO para su posterior criopreservacién implica la eliminacion
de la MO, en muchos casos, se hace imposible la retirada de todo el tejido
medular quedando restos adheridos que son criopreservados junto a la CO. Se
sabe que la MO a nivel estructural no presenta una delimitacion bien establecida
biolégicamente con la CO, y ademas, que esta formada por tejido conjuntivo laxo
gue contiene grandes vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas. Por lo
tanto, no podemos tener una seguridad absoluta de la ausencia de una infiltracion
neoplasica a nivel medular que todavia no hubiese alcanzado la corteza de una

forma detectable.

Para ello, desarrollamos un panel de marcadores moleculares de alta
sensibilidad y especificidad capaz de detectar la posible presencia de células

metastaticas en tejido ovarico criopreservado.

Un tercio de las pacientes con CM en las que se observa una pequefia
masa tumoral operable sin afectacion de nodulos linfaticos, presentan
eventualmente recaidas, falleciendo como causa de esta enfermedad (Kissin et al.,
1986; Giuliano et al., 1995; Nwariaku et al., 1998). Este hecho sugiere que una
proporcién de estas pacientes, a pesar de presentar nédulos linfaticos negativos,
pueden haber sido mal diagnosticadas, lo que conlleva a un tratamiento menos
agresivo del que le corresponderia (Wallwiener et al.,, 2011) y un riesgo de
reintroducir células malignas con el tejido ovérico trasplantado, en el caso de
utilizar este procedimiento como método de la PF. Aunque la biopsia del ganglio
centinela se considera una técnica segura para el diagnéstico correcto, no exime

de controversia y limitaciones (Blanco et al., 2007; Riccio et al., 2007).
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El ovario no es un sitio comun de crecimiento metastasico, estimandose
una frecuencia media de metastasis ovarica del 4.5% (Ferlicot et al., 2004), siendo
improbable la existencia de células malignas en tejido ovarico en ausencia de
evidencias clinicas y radioldgicas de metastasis distante en los casos de CM en
estadio | o Il (Oktay and Buyuk, 2004). Sin embargo, se ha visto que dependiendo
del tipo de CM la frecuencia media de metastasis ovarica puede incrementar
desde 13,2% hasta el 37,8% (Perrotin et al., 2001; Kyono et al., 2010), por lo que
es necesario estudiar en profundidad la seguridad del autotrasplante de tejido

ovarico en pacientes con CM en estadios poco avanzados.

Se ha demostrado que la sobreexpresion de genes especificos epiteliales
en pacientes con patologia negativa para los nédulos linfaticos se correlaciona con
los indicadores tradicionales de prondstico de la enfermedad (Gillanders et al.,
2004; Mikhitarian et al., 2005). Sin embargo, aunque la técnica de referencia para
el andlisis patolégico del CM siguen siendo las técnicas IHQs, actualmente se
estan desarrollando el uso de nuevas herramientas diagndsticas a nivel molecular
gue permiten un mayor poder de deteccion y mejora de la sensibilidad.

Se ha sugerido que la combinacién de la evaluacién patolégica mediante
las técnicas histolégicas tradicionales y el analisis molecular de los nédulos
linfaticos, aumenta la sensibilidad en la prediccion del estado patoldgico
(Mikhitarian et al., 2005), permitiendo detectar un mayor indice de metastasis
respecto a las detectadas mediante las tinciones histolégicas (Abdul-Rasool et al.,
2006; Nissan et al., 2006).

Se han llevado a cabo varios estudios para incrementar la sensibilidad y
especificidad en la detecciébn de enfermedad metastatica oculta en CM en
diferentes localizaciones (Koga et al., 2004; Schroder et al., 2004; Kreunin et al.,
2007; Sasaki et al., 2007), sugiriendose que la deteccion de la expresion de genes

como la MGB1 mediante métodos moleculares es capaz de identificar pacientes
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con alto riesgo de padecer micrometastasis en nédulos centinela (Ouellette et al.,
2004).

En relacién con la criopreservacién de la CO como método de PF se
demostrd que en pacientes con leucemia, los métodos moleculares son capaces
de detectar una infiltracion neoplasica indetectable mediante técnicas IHQs
(Dolmans et al., 2010; Rosendahl et al., 2010).

En un estudio previo, nuestro grupo llevo a cabo la deteccion de posibles
micrometéstasis en CO de pacientes con CM mediante las técnicas histoldgicas
tradicionales, concluyendo que la criopreservacién de CO en estas pacientes era
un procedimiento seguro. Sin embargo, debido a los antecedentes descritos,
sentimos la necesidad de ampliar nuestro estudio preliminar incluyendo las
herramientas diagnésticas a nivel molecular para la deteccion de una posible
micrometastasis en el tejido ovarico de estas pacientes.

La estrategia de busqueda de marcadores moleculares de metastasis
oculta en tejido ovéarico la basamos en el concepto de ganglio centinela en
combinacion con diferentes marcadores que han demostrado ser buenos
indicadores de la presencia de células malignas en CM (Sanchez-Serrano et al.,
2009). Asi, se analiz6 la expresibn de los genes MUC1, WT-1, NY-BR-01,
GCDFP15, MGB1 y SBEM en 13 muestras de metastasis de CM (8 en COy 5 en

otros tejidos) y en 10 muestras de ovario sano.

Nuestros resultados demostraron que los genes GCDFP15, MGB1, SBEM
y NY-BR-01 no se expresan en ovario sano (figuras 23 y 24), mientras que los
genes MUC1 y WT-1 se expresan tanto en ovario sano como en ovario con
micrometéstasis confirmada (figuras 23, 29 y 32). La expresiéon de MUC1 es
ampliamente encontrada en tejidos no mamarios (O'Brien et al., 2007) y es
detectada tanto en sangre periférica y médula 6sea de personas sanas como en
pacientes con alguna enfermedad hematolégica (Corradini et al., 2001). Por otro

lado la expresion de WT-1, a pesar de ser negativa en el 100% de los carcinomas
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de mama (Lerwill, 2004), se expresa en el ndcleo de las células epiteliales del
tejido ovérico, en el 100% de los carcinomas ovaricos y extraovaricos y en el 80%
de carcinomas ovaricos transicionales. Por lo tanto, dado que la utilizacién de este
marcador podria llevarnos a un error de diagnéstico en el caso de que la paciente
presentase un carcinoma ovarico de origen primario, y que al igual que el gen
MUC1 se expresa en ovario sano ademas de en otros tipos celulares ya
mencionados, estos dos transcritos no fueron incorporados en el test diagndstico
de deteccién de células malignas ocultas de CM en tejido ovarico por no
considerarse unos marcadores especificos.

En el caso de muestras con metéstasis confirmada de CM tanto en ovario
como en otros tejidos presentaron una expresion exclusiva de NY-BR-01,
GCDFP15, MGB1 y SBEM (figura 29, 30, 32y 33).

A pesar de que el gen NY-BR-01 ha sido utilizado en estudios previos
como marcador molecular para la deteccién de metéstasis de CM debido a su alta
especificidad (Nissan et al., 2006; Wallwiener et al., 2011), nuestros resultados
muestran que el 45% de las muestras con metéstasis confirmada no expresan
este marcador. Por lo tanto, a pesar de su alta especificidad, su baja sensibilidad
hizo que no se considerase como un buen candidato para la incorporacion en
nuestro test diagndstico.

La expresion de GCDFP15 es altamente especifica de CM y se expresa
en el 70-90% de los CM y en un 80% de sus metastasis. La expresion de este
marcador en tumores metastéticos de origen desconocido indica que provienen de
una enfermedad mamaria (Wick et al. 1989) y se asocia con tumores de CM de
buen prondstico y de subtipos de grado bajo (Luo et al., 2013). Nuestros
resultados han demostrado una sensibilidad y especificidad de deteccion de
células malignas en tejido ovarico mediante este marcador de 0,75 (75%) y 1
(100%) respectivamente, por lo que necesariamente GCDFP15 fue incluido en

nuestro panel diagnostico.
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El marcador individual mas especifico y mas utilizado para la deteccién de
metastasis, sobre todo en ndédulos linfaticos, es la expresion del gen MGB1, ya
gue se sobre-expresa en el 90% de los casos de CM (Gillanders et al., 2004) y
esta raramente presente o en niveles muy bajos en tejido no mamario (Watson
and Fleming, 1996; Watson et al., 1999; Houghton et al., 2001; O'Brien et al.,
2002; Zehentner and Carter, 2004; Molina et al., 2005). Aunque la MGB1 se
detecta también en tejido mamario benigno, sus niveles de ARNm se encuentran
entre 10 y 20 veces mas elevados que en el tejido benigno (Watson and Fleming,
1996). Debido a esto y a que nuestros resultados demostraron una sensibilidad y
especificidad para la expresion de MGB1 de 0,87 (87,5%) y 1 (100%)

respectivamente, este marcador fue incluido en nuestro panel diagnéstico.

La expresion de SBEM estd mayoritariamente restringida a tejido mamario,
siendo detectable en solo 1/26 tejidos no mamarios (Colpitts et al., 2002; Miksicek
et al., 2002). Su expresion es independiente del estado de los RE y del grado del
tumor (O'Brien et al., 2007). Nuestros resultados han demostrado una sensibilidad
y especificidad de deteccion de células malignas en tejido ovarico mediante este
marcador de 0,87 (87,5%) y 1 (100%) respectivamente, por lo que necesariamente
SBEM fue incluido en nuestro panel diagndstico.

El panel de marcadores 6ptimo se define como aquél que comprenda
genes que se expresen en tejido afecto y no se expresen en tejido sano,
mostrando una especificidad y sensibilidad elevada. En base a esto, los
marcadores moleculares definitivos que fueron incluidos en nuestro panel
diagnéstico fueron GCDFP15, MGB1 y SBEM, presentando de forma conjunta una
sensibilidad del 92% y una especificidad del 100%.

Estudios recientes han demostrado que combinaciones de varios
marcadores moleculares presentan resultados mas consistentes y mejores que un
ensayo que solo se limite a la presencia o ausencia de la expresion de un Unico

marcador. El grupo de Manzotti (Manzotti et al.,, 2001) evalué la expresion de
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ARNm de varios marcadores (maspina, CK19 y MGB1) encontrando que la
concordancia con los nédulos linfaticos centinela era mayor cuando se expresaban
al menos dos de los marcadores estudiados. El grupo de Nissan (Nissan et al.,
2006) llevé a cabo un estudio de eleccién de marcadores moleculares para la
deteccion de restos residuales de células malignas (CK19, NY-BR-01 y MGB1),
concluyendo que el analisis conjunto de estos marcadores era mas sensible en la
deteccion de CM. Varios estudios demuestran que la combinacion del analisis de
al menos dos marcadores moleculares aumenta la sensibilidad y especificidad
hasta un 97% (Hughes et al., 2006). Un estudio méas reciente llevdé a cabo la
elaboracion de un panel de 4 marcadores (CK19, EPCAM, MGB1 y NY-BR-01)
para el diagnéstico mediante RT-gPCR de micrometastasis en nddulos linfaticos,
siendo un resultado positivo cuando se expresaban 2 o mas de estos marcadores
(Wallwiener et al., 2011). Todos estos marcadores descritos en estos estudios que
no han sido incluidos en nuestro panel es debido a que a pesar de expresarse en
CM, también son detectados en tejido sano, en sangre periférica y médula ésea de
personas sanas, asi como, en pacientes con alguna enfermedad hematol4gica
(Corradini et al., 2001), por lo que no valoramos su inclusion.

El uso de una combinacion de genes reduce considerablemente el nimero
de falsos negativos encontrados debido a que el patron de expresion génica de
estos marcadores moleculares es tumor-especifico (Wallwiener et al., 2011).

En el caso de MGB1 los tumores mas agresivos 0 negativos para los
receptores hormonales pueden perder su expresion, por lo que si el diagnéstico
solo se basase en este marcador darian falsos negativos. Los marcadores
GCDFP15 y MGBL1 son los mas utilizados para el diagnéstico de CM y posibles
micrometastasis, pero una falta de expresién tiene que ser interpretada con
precaucion, ya que una ausencia de expresion no indica que no existan células
malignas. Sin embargo, el andlisis de ambos marcadores aumenta
significativamente la sensibilidad y especificidad del diagnoéstico, ya que aunque la

MGB1 presenta una mayor sensibilidad que GCDFP15 en carcinoma mamario,
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este Ultimo es mas especifico (Bhargava et al., 2007). La expresién de SBEM se
relaciona con la expresién de MGB1, siendo esta correlacion significativamente

mayor en los tumores con ganglios linfaticos afectados (Miksicek et al., 2002).

Los resultados de RT-gPCR pueden ser falsos negativos cuando existe
una presencia de metastasis identificable mediante IHQ (Schroder et al., 2003;
Gillanders et al., 2004) o falsos positivos si los resultados mediante histologia no
muestran dicha metastasis (Mitas et al., 2001; Inokuchi et al., 2003; Schroder et
al., 2003; Gillanders et al., 2004). Estudios recientes encontraron que la mayoria
de los falsos negativos de RT-gPCR pueden estar asociados con una expresion
limite de los genes bajo estudio, que podrian corresponder a micrometastasis
(Veys et al., 2010). Ademas en estos casos, existe también la posibilidad de que el
resultado de IHQ sea un falso positivo y el de RT-gPCR sea el correcto. En el caso
de falsos positivos de RT-gPCR, puede ser debido a razones técnicas
(contaminacion del tejido durante el procesamiento) o que existan mecanismos
intermedios de silenciamiento génico que no permitan la traducciéon génica a la
proteina funcional. Sin embargo, se ha demostrado que las muestras analizadas
por RT-gPCR y catalogadas como falso positivo seguian siendo positivas cuando
eran analizadas con otros métodos moleculares mas precisos, sugiriendo que los
fragmentos de tejido realmente contenian metastasis (Julian et al., 2008). Estas
discrepancias también pueden ser atribuidas al procedimiento de recogida de
muestras, ya que se analizan diferentes fragmentos del mismo tejido por ambas
técnicas (Schroder et al., 2003; Gillanders et al., 2004). No obstante, debido a que
la RT-gPCR se considera mucho mas sensible que la IHQ, los resultados positivos
para RT-gPCR y negativos por IHQ, se consideran falsos negativos de IHQ, y
posiblemente la presencia de células metastaticas sea real. En el ensayo llevado a
cabo por Gimbergues y colaboradores (Gimbergues et al.,, 2007), con 3
marcadores moleculares (CEA, MGB1 y CK19) observaron que el 9,6% de las

patologias negativas para los nédulos linfaticos centinela eran positivas mediante
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IHQ y un 36,5% por RT-gPCR, mientras que las patologias positivas para nédulos
linfaticos centinela eran todas positivas mediante RT-gPCR. Rosendhal y
colaboradores (Rosendahl et al., 2010) observaron que 6 de 8 pacientes con
leucemia analizados, tanto por técnicas moleculares como por histoldgicas, dieron
un resultado positivo mediante RT-gPCR y negativo por IHQ. Lo que indica
nuevamente la elevada sensibilidad de los métodos moleculares respecto a los
tradicionales. En un estudio similar observaron que 2 de 6 pacientes con LMC y 7
de 10 con LLA presentaron un patrén molecular positivo para la deteccién de
células malignas, mientras que por IHQs no pudieron ser detectadas (Dolmans et
al., 2010).

En nuestro estudio los resultados obtenidos mediante ambas técnicas en
las muestras de CO fueron concordantes para los 3 marcadores incluidos. Sin
embargo, en las muestras de otros tejidos con metastasis confirmada el estudio
molecular demostré ser mas robusto que el estudio IHQ. Nuestro panel fue capaz
de detectar la expresién molecular de GCDFP15 en metastasis 6sea y ocular y
MGB1 en metastasis de ligamento uterino, mientras que los resultados IHQs
fueron negativos para estos marcadores en estos tejidos (tabla 8).

Hasta la fecha, a pesar de que la mayor indicacion para la
criopreservacion de CO como método de la PF en nuestro programa es el CM
(mas del 50% de las pacientes), existen solamente cuatro publicaciones sobre la
basqueda de células metastaticas en CO en este tipo de pacientes (Sanchez-
Serrano et al., 2009; Azem et al., 2010; Rosendahl et al., 2011b; Luyckx et al.,
2013). En estas publicaciones se han analizado més de 177 biopsias de CO
procedentes de 140 pacientes con CM sin evidencia de contaminacion con células
malignas (Sanchez-Serrano et al., 2009; Azem et al.,, 2010; Rosendahl et al.,
2011b). Sin embargo, la deteccién de micrometastasis sigue siendo un reto ya que
los resultados se basan Unicamente en estudios morfoldgicos e IHQs, que como
ya hemos comentado anteriormente y hemos demostrado en el presente estudio,

no son lo suficientemente sensibles y especificos para poder identificar una
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microinvasion maligna en el tejido ovarico. Sorprendentemente solo en el estudio
publicado mas reciente han sido utilizados por primera vez los métodos
moleculares para la deteccion de micrometastasis en ovario, a pesar de ello este
estudio concluye la seguridad del procedimiento de la criopreservacion de tejido
ovarico de pacientes con CM como método de PF basandose Unicamente en solo
un marcador molecular (Luyckx et al., 2013). Por lo tanto, el método idéneo para
un diagnostico seguro seria la combinacion de los estudios morfolégicos, IHQs y
moleculares.

Una de las limitaciones que nos encontramos en este tipo de estudios es
el reducido tamafio del tejido destinado al andlisis, ya que la mayor parte de la CO
debe ser congelada para el posible futuro autotrasplante. Este factor es
especialmente limitante en el caso de deteccién de micrometastasis por técnicas
morfolégicas o IHQs ya que el fragmento analizado no es representativo de todo el
tejido ovarico de la paciente.

Las técnicas moleculares tampoco estdn exentas de determinadas
limitaciones, a pesar de ser técnicas altamente sensibles para la deteccion de
ADN o ARN de células metastasicas. Solo algunos tipos de tumores presentan
aberraciones cromosomicas especificas para dianas de las técnicas de RT-gPCR.
Ademas la deteccion de ADN/ARN especifico del tumor mediante RT-gPCR no
significa necesariamente que haya células viables cancerigenas en el tejido
ovarico (Rosendahl et al., 2010; Bastings et al., 2013) y al igual que ocurre con los
métodos IHQs, los resultados pueden ser diferentes si se analizan distintos
fragmentos de tejido.

Para solventar las limitaciones mencionadas, los fragmentos analizados en
este estudio mediante técnicas histolégicas y moleculares fueron obtenidos de
diferentes localizaciones ovéricas aleatorias. A pesar de que las técnicas
moleculares son capaces de detectar en tejido ovarico trazas de contaminacion
por células malignas, el potencial biolégico de estas células sigue siendo

desconocido. Por lo tanto, en primer lugar llevamos a cabo estudios de invasion
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celular in vitro para evaluar el posible potencial migratorio e invasivo de células de
CO y MO de pacientes con CM vy, posteriormente, desarrollamos estudios in vivo
mediante xenotrasplante, para poder evaluar el posible potencial maligno en caso
existencia de una micrometastasis.

El método previo a los estudios in vivo para corroborar la ausencia de
células malignas en el tejido ovarico criopreservado es la evaluacion in vitro de la
capacidad invasora celular. Es la primera vez que esto se evalla en células
obtenidas de CO y MO de pacientes con CM. El ensayo de invasién celular in vitro,
demostrd que el tejido ovérico analizado de pacientes con CM que acudieron a PF
esta libre de células malignas invasoras, mientras que lineas celulares de CM con
alto poder metastatico, utilizadas como control positivo, mostraron elevada
capacidad de invasion.

Sin embargo, el mejor método para evaluar el riesgo de recurrencia
después del trasplante de CO criopreservada de mujeres con CM sigue siendo el
modelo in vivo mediante xenotrasplante en ratones inmunodeprimidos (Rosendahl
et al., 2011b). Este método fue validado en la basqueda de células malignas en la

CO de pacientes con leucemia (Dolmans et al., 2010).

Los estudios de xenotrasplante llevados a cabo en pacientes con leucemia
demostraron la viabilidad y potencial maligno de las células de LLA presentes en
el tejido ovarico criopreservado, confirmando asi, los resultados obtenidos
mediante RT-gPCR, ya que el tejido ovéarico que dio resultados positivos para los
marcadores de leucemia generd en los animlaes una invasion peritoneal masiva y
una masa tumoral, mientras que el tejido ovarico con un resultado negativo para
los marcadores moleculares, no produjo enfermedad leucémica en los ratones
xenotrasplantados (Dolmans et al., 2010).

Un estudio similar fue llevado a cabo en pacientes con leucemia en
completa remisién que no presentaron, aparentemente, células malignas en el

tejido ovarico. Ninguno de los trasplantes generd signos de enfermedad, ni en la
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pieza de tejido ovarico trasplantado ni en los érganos murinos evaluados (Greve et
al., 2012), concluyendo asi que la criopreservacion de tejido ovéarico en pacientes

con leucemia en remision podria no estar contraindicada.

Se han llevado a cabo estudios in vivo para evaluar la seguridad del tejido
ovarico en pacientes con distintos tipos de sarcoma, sin encontrar contaminacién
de células tumorales en el tejido ovarico criopreservado y confirmando asi, los
estudios previos mediante técnicas histoldgicas, IHQs y moleculares (Greve et al.,
2013).

En el caso de CM un Unico estudio in vivo de seguridad de trasplante de
CO ha sido publicado recientemente (Luyckx et al., 2013), con el fin de corroborar
el estudio molecular mediante el andlisis de expresion de MGB2. Ninguno de los
animales xenotrasplantados desarroll6 masas tumorales macroscopicas. Sin
embargo, la expresion molecular de MGB2 fue detectada en 4 casos de tejido
ovarico criopreservado antes del xenotrasplante y en 1 caso después de
xenotrasplante. Esta discordancia de resultados es posible que se deba a la baja
sensibilidad que implica el uso de un Unico marcador molecular, tal y como hemos

comentado anteriormente.

Debido a la necesidad de corroborar la fiabilidad de nuestro panel
molecular desarrollamos un estudio in vivo aplicando una nueva tecnologia no
invasiva con grandes ventajas respecto a los xenotrasplantes tradicionales, que
nos permitié visualizar in vivo la progresion/crecimiento de una posible existencia

de células malignas.

Ademas de la nueva aplicacién de esta técnica para evaluar in vivo la
seguridad del trasplante de CO, nuestro estudio incorpora una ventaja respecto a
los modelos de xenotrasplante utilizados en este campo. Esta ventaja radica en
gue debido a que nuestro objetivo es la blisqueda de micrometastasis que pueden

pasar desapercibidas mediante estudios convencionales, nuestro protocolo se
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llevé a cabo mediante la disgregacion de tejido ovarico de pacientes con CM, tanto
medular como cortical, permitiéndonos asi incluir un control positivo de linea
célular metastasica de CM, ya que hasta la fecha ninguno de los estudios en
animales incluyen control alguno. Como control positivo se utilizé una linea celular
de CM inyectada en la capsula suprarrenal del animal. El hecho de que las células
metastasicas fuesen inyectadas a concentraciones muy inferiores a los estudios
desarrollados hasta el momento en el campo de la oncologia médica (Rowan et
al., 2014), se debié a que nuestra intencion fue recrear una situacion clinica real,
es decir, la existencia de una micrometastasis en tejido ovéarico y no una elevada
cantidad de células malignas, la cual podria ser detectada por los métodos
tradicionales de diagndstico. Los érganos analizados del raton que sufri6 una
inyeccién de 500.000 células cancerigenas de CM presentaron expresion génica y
proteica de SBEM, indicador de presencia de células tumorales. Ademas, el gen
MGB1 fue positivo mediante técnicas IHQ en el tumor, glandula suprarrenal
derecha y bazo. Asimismo, la expresion proteica de GCDFP15 fue negativa en

todos los érganos.

Los ratones en los que se inyectd células de CO y MO de pacientes con
CM no presentaron indicios de aparicion tumoral. Ademas el analisis, tanto
molecular como IHQ, mostré ausencia de expresibn de los marcadores
seleccionados en nuestro panel de deteccién de micrometastasis en todos los
o6rganos analizados. Los estudios IHQs en el bazo dieron positivo para los tres
marcadores (GCDFP15, MGB1 y SBEM) en todos los ratones, incluso en el que no
se inyectd suspension celular. Por lo que indica que es un falso positivo a nivel
IHQ, posiblemente producido por el tejido murino. Es posible que este anticuerpo
se unira inespecificamente a alguna proteina presente en el bazo del ratén. En
cambio, las muestras de bazo utilizadas para el andlisis molecular no presentan

expresion génica de ninguno de los genes analizados exceptuando el raton en el
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VI- Discusion

que se produjo una invasién tumoral (control positivo de 500.000 células

cancerigenas).

Con ello, concluimos que los estudios in vivo muestran una seguridad en
el trasplante de tejido ovérico criopreservado de pacientes con CM cuando el
analisis molecular previo muestra ausencia de expresion génica de GCDFP15,
MGB1 y SBEM.

Este trabajo presenta el andlisis de 60 CO de pacientes con CM, asi como
el primer estudio llevado a cabo de busqueda de micrometastasis en MO de estas
pacientes, mediante el desarrollo de un panel de marcadores moleculares de alta
sensibilidad y especificidad pionero en la deteccion de células malignas de CM.
Ademas, hay que destacar el desarrollo de un nuevo modelo de xenotrasplante en
este campo, asi como la aplicacién de nuevos sistemas de imagen para el analisis

del mismo.
Tras este exhaustivo estudio podemos concluir que la criopreservacion de

CO para su posterior autotrasplante en pacientes con CM en estadios tempranos

puede ser considerada como un método seguro para la PF.
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VII- Conclusiones

El panel de marcadores constituido por los genes GCDFP15, MGB1 y
SBEM es lo suficientemente sensible y especifico para la deteccion de
una posible micrometastasis en tejido ovarico criopreservado de

pacientes con cancer de mama.

Las técnicas moleculares son mas sensibles y especificas que las
tradicionalmente utilizadas para la deteccién de células malignas en

corteza ovarica.

El estudio in vitro desarrollado para la evaluacién de la capacidad
invasora de las células del tejido ovarico muestra la ausencia de

células malignas en el tejido ovarico analizado.

El modelo animal desarrollado, mediante la inyeccién de células
marcadas, permite la deteccion inmediata in situ de una migracion

celular hacia los 6rganos adyacentes.

El modelo animal corrobora que el ortotrasplante de tejido ovarico
criopreservado es seguro cuando el analisis molecular previo muestra
ausencia de expresion génica de GCDFP15, MGB1 y SBEM.

El tejido ovarico criopreservado en pacientes con cancer de mama en

estadios tempranos esté libre de células metastaticas.

La criopreservacion de corteza ovarica para Su posterior
autotrasplante en pacientes con cancer de mama en estadios
tempranos puede ser considerada como un método seguro para la

preservacion de la fertilidad.
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