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Resumen

El cancer de ovario representa el 30% de los tumores malignos del aparato genital fe-
menino, constituyendo el segundo tipo de cancer mas frecuente tras el cancer de en-
dometrio; siendo a su vez el tumor ginecoldgico con mayor indice de mortalidad. El
cancer de ovario seroso de alto grado representa el tipo histolégico con mayor fre-
cuencia y mayor agresividad, y a pesar de los estudios realizados hasta el momento
son necesarios nuevos biomarcadores prondsticos y predictivos para esta patologia.
Por tal motivo y dado los grandes avances que se han producido recientemente en la
inmuno-oncologia, conocer el papel del sistema inmune en el cancer de ovario seroso

de alto grado se convierte en un gran desafio.

El objetivo principal de la presente tesis es la caracterizacién exhaustiva del microam-
biente tumoral a nivel tisular en el cancer de ovario seroso de alto grado, mediante el
analisis de marcadores moleculares, de las células tumorales, asi como de las células
inmunorreguladoras, que nos permitirdn adquirir una mayor comprension de la en-
fermedad, prever su progresidon y poder desarrollar mejores estrategias terapéuticas

frente a esta entidad patoldgica.

Los resultados de esta investigacion han revelado que los infiltrados linfocitarios con
un patrén difuso intratumoral se asocid a un mejor prondstico. El analisis mediante
amplificacidén génica de los biomarcadores inmunolégicos aportd datos que hasta el
momento se desconocian en el Cancer de Ovario Seroso de Alto Grado; destacando
qgue FOXP3, ICOSL, PD-12, CD25, PD-L1, CXCR4, TNFRSF4, CD137 se expresan con niveles
elevados respecto al cDNA de referencia en nuestra cohorte retrospectiva, y en la
cohorte prospectiva encontramos FOXP3, ICOSL, IDO1, PD-1, CD137 sobreexpresados
en relacion con el tejido normal adyacente. Asi mismo, niveles elevados de expresion
de CD137 se correlaciond con un mayor tiempo de supervivencia en la cohorte retros-

pectiva.

En conclusidn, el Cancer de Ovario Seroso de Alto Grado se presenta como un tumor
inmunogénico, con biomarcadores prondsticos como es el CD137 (estimulante de los
linfocitos T citotéxicos); el cual permite avanzar con nuevas aproximaciones inmunote-

rapéuticas para conseguir en un futuro no lejano la erradicacion de esta neoplasia.
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1. Concepto de cancer

El término cancer engloba a un gran nimero de patologias que tienen en comuin un
crecimiento celular descontrolado y una diseminacion no jerarquizada de células
anormales (Hanahan y Weinberg, 2000). El proceso de la carcinogénesis implica
cambios dinamicos en el genoma que llevan a la transformacion de células, de manera
gue escapan a los mecanismos homeostaticos que controlan la proliferacién y pierden

la interaccién normal con el microambiente que las rodea (Hanahan y Weinberg, 2011).

Este proceso se caracteriza por una elevada inestabilidad gendmica, asi como por un
crecimiento desordenado de las células neoplasicas en el tejido, que da lugar a la
formacién de una masa, conocida como tumor, que ha perdido la arquitectura tisular.
Ademas, estas células pueden adquirir la capacidad de migrar a otros tejidos con el fin
de establecerse en nuevos nichos y proliferar, dando lugar a la metdstasis (Hanahan y

Weinberg, 2000, 2011).

La acumulacidon de mutaciones, debido a la inestabilidad gendmica a la que estan
sometidas las células tumorales, supone una ventaja adaptativa para estas células y
permite la adquisicién de nuevas propiedades. En la actualidad, existe un consenso
sobre las caracteristicas distintivas que deben de presentarse en un tejido para que sea
considerado tumoral. En el afio 2000, Hanahan and Weinberg propusieron seis
caracteristicas esenciales para la transformacién de un tejido normal a tumoral,
conocidas como los “hallmarks” del cdncer: potencial replicativo ilimitado,
independencia de las sefales de crecimiento, insensibilidad a inhibidores de
crecimiento, evasion de la apoptosis, angiogénesis mantenida y capacidad de invasion
o metastasis (Hanahan y Weinberg, 2000).

Algunos afios mas tarde, los mismos autores propusieron cuatro nuevas propiedades:
la inestabilidad gendmica, la alteracion del metabolismo energético, capacidad
proinflamatoria y evasion del sistema inmunitario (figura 1) (Hanahan y Weinberg,

2011).
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Figura 1. Las diez caracteristicas del cdncer. Esta ilustracion representa las capacidades de las
células cancerosas que es propuesto por Hanahan y Weinberg. Un ejemplo es la capacidad de
las células cancerosas para evadir la destruccion inmunoldgica, en particular por linfocitos Ty B,
macrdfagos y células asesinas naturales. También de gran importancia es la inflamacion
producida por las células inmunes innatas. Reproducido de Hanahan y Weinberg, 2011

(Hanahan y Weinberg, 2011).

1. Sefalizacion Proliferativa Mantenida. Las células normales requieren senales mito-

génicas para pasar de un estado quiescente a un estado proliferativo. Estas sefiales
son trasmitidas al interior celular (transduccién) mediante receptores transmem-
brana a los que se unen diferentes tipos de moléculas de sefializacién o comunica-
cion intercelular como factores de crecimiento solubles y componentes de la ma-
triz celular, entre otros. En ausencia de estas sefiales estimuladoras, las células
normales no pueden crecer. Por el contrario, las células tumorales pueden crecer
sin necesidad de que se produzcan dichas interacciones, ya que o bien generan
muchas de sus propias sefiales de crecimiento o bien activan intrinsecamente a los
receptores transmembrana en ausencia de ligando, reduciendo asi su dependencia

de la estimulacion desde el microambiente del tejido normal.

2. Evasion de supresores de crecimiento. Mdltiples sefiales antiproliferativas funcionan

en las células normales para mantener la quiescencia celular y la homeostasis tisu-
lar. Por ejemplo, las sefiales inhibidoras del crecimiento son finalmente canalizadas

a través de la proteina retinoblastoma (RB1). A nivel molecular el gen RB1 juega un
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papel muy importante, por eso en muchos tumores aparece mutado. En las células
neoplasicas la disrupcion de la via de RB1 permite la liberacion de factores de
transcripcion que controlan la expresidon de genes esenciales para la progresion
desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular. Esto permite la proliferacion celular y
hace a las células insensibles frente a los factores que evitan el crecimiento y que

normalmente actdan a lo largo de esta via.

3. Evasion de la apoptosis. La capacidad de las poblaciones de células tumorales para

expandirse en numero esta determinada por una ratio entre mitosis y muerte celu-
lar por necrosis o apoptosis (muerte celular programada). La resistencia a la apop-
tosis por parte de las células tumorales puede darse segun diferentes estrategias,
siendo la mds comun la pérdida de funcion del regulador proapoptético TP53, de-
bido a mutaciones en dicho gen. De esta manera se consigue eliminar un compo-

nente clave que induce la apoptosis cuando se detecta dafio en el ADN.

4. Potencial replicativo ilimitado. Las células de mamiferos poseen un programa intrin-

seco que limita el nimero de divisiones celulares que puedan ocurrir (60-70 dupli-
caciones), el limite de Hayflick, pasado el cual, dichas células detienen su creci-
miento e inician un proceso denominado senescencia (Hayflick, 2000).La senescen-
cia en las células normales es producida debido a la pérdida de la funcién protecto-
ra de los teldmeros. En cambio, en las células neoplasicas se ha evidenciado el
mantenimiento de la longitud de los teldmeros en la mayoria de tipos de cancer

(Shay y Bacchetti, 1997) debido a una mayor actividad de la enzima telomerasa.

5. Angiogénesis sostenida. La angiogénesis forma parte también de las principales ca-

racteristicas de las células tumorales, descritas ya en el afio 2000 por Hanahan y
Weinberg. El aporte de oxigeno y nutrientes es esencial para la funcién y supervi-
vencia celular. Por ello, la generacidon de nuevos vasos sanguineos es imprescindi-
ble para que el tumor pueda crecer mas alld de 1-2 mm? (Folkman, 2003). La an-
giogénesis esta regulada por el equilibrio entre factores inductores y factores inhi-
bidores. Los tumores tienen la capacidad de activar la angiogénesis inclinando la

balanza a favor de los inductores de este proceso.
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6. Invasion tisular y metdstasis. La capacidad de invasion permite a las células neoplasi-

cas escapar de la masa tumoral primaria y colonizar otras partes del cuerpo (me-
tastasis). Al igual que en el tumor primario, el éxito en estos procesos depende de
la adquisiciéon de las cinco caracteristicas anteriores. Los procesos de invasion y
metdstasis son extremadamente complejos, implicando cambios en las relaciones
fisicas entre las células y su microambiente y la activacion de las proteasas extrace-

lulares.

7. Inestabilidad gendmica y mutacidn. La adquisiciéon de las multiples alteraciones

mencionadas anteriormente depende en gran medida de una sucesion de altera-
ciones en el genoma de las células neoplasicas. Los sucesivos pasos de la progre-
sién tumoral pueden ser entendidos como una secuencia de expansiones clonales,
cada una de las cuales es provocada por la adquisicion de un genotipo mutante fa-

vorable que resulta en una ventaja selectiva.

8. Inflamacidn. Esta demostrado que la generacion de sustancias quimicas muy reac-
tivas que acompafian a la inflamacidn tiene un marcado papel genotéxico en las cé-
lulas. Ademas, se ha constatado que tejidos cronicamente inflamados son mas sus-
ceptibles a desarrollar tumores. La inflamacién es evidente en muchos casos en es-
tadios tempranos del cancer y por ello, se ha incluido como otro de los puntos
esenciales del proceso neoplasico. Sustentan esta inclusidn, estudios que demues-
tran que ciertos mecanismos relacionados con la inflamacién producen inestabili-

dad genética permitiendo la acumulacion de alteraciones moleculares.

9. Reprogramacion del metabolismo energético. La enfermedad neoplasica no solo

implica la desregulacién del control de la proliferacidon celular, sino también los
ajustes correspondientes en el metabolismo energético con el fin de estimular el
crecimiento y la divisidn celular. Otto Warburg fue el primero en observar una ca-
racteristica andmala en el metabolismo energético de las células cancerosas que
denomind “glicdlisis aerobia” (Koppenol, Bounds y Dang, 2011). Este tipo de meta-
bolismo parece estar presente también en tejidos embrionarios, lo que apoya su
importancia en los programas de gran escala biosintética que se requieren para la

proliferacién celular activa.
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10. Evasidn del sistema inmunoldgico. La aparicién de tumores parece reflejar, de al-

guna manera, que las células cancerosas han logrado evitar la deteccidn por parte
del sistema inmune o han sido capaces de limitar el alcance de la destruccién in-
munoldgica y por tanto de evadir su erradicacion. De manera simplificada se podria
decir que las células cancerosas altamente inmunogénicas pueden evadir la des-
truccién inmunolégica mediante la desactivaciéon de componentes del sistema in-

mune que han sido enviados para eliminarlas.

2. Cancer de ovario

2.1 Definicion y datos demogrdficos

Los carcinomas de ovario representan cerca del 30% de los tumores malignos del
aparato genital femenino, representando el segundo tipo de cdncer mas frecuente tras
los tumores de endometrio (Travis y Brambilla, 2014). En Europa, constituye la séptima
neoplasia maligna mas frecuente y la quinta con mayor mortalidad (SEOM, 2017). La
supervivencia global a los 5 afios es cerca del 50%, dependiendo de diversos factores
gue se discutirdn mas adelante; entre los que cabe destacar el estadio de la
enfermedad, el tipo histolégico o el grado de diferenciacién, entre otros. Las
estadisticas son similares en otros paises desarrollados: en los Estados Unidos se
documentd que, en el 2018, habrd aproximadamente 22.240 nuevos casos de cancer
de ovario diagnosticado y 14.070 muertes por esta causa (Ligament, 2018). El cancer de
ovario representa solo el 2.5% de todos los casos de cancer en la mujer representando
esto el 5% de muertes debido a la baja tasa de supervivencia (van Nagell et al., 2013;
Ligament, 2018).Los tumores de ovario representan en Espafia el octavo cancer en
frecuencia en las mujeres mientras que supone la sexta causa de muerte por cancer,
siendo el tumor ginecoldgico con mayor indice de mortalidad (Ferlay et al., 2015). En
2012 se diagnosticaron 3236 nuevos canceres de ovario en Espafia, representando el
3.7% de los tumores malignos en las mujeres (figura 2) (SEOM, 2017). Respecto a la
mortalidad, supone un 4.8% de las muertes por cdncer en mujeres, produciendo 1878

fallecimientos anual (SEOM, 2017) (figura 2).
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Figura 2. Incidencia y Mortalidad por cdncer en mujeres en Espafia en el 2012 (SEOM, 2017).
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El cancer de ovario puede ser clasificado en 3 tipos de acuerdo al origen del mismo:
germinales, estromales y epiteliales, este ultimo representa el 90% y se origina en el
epitelio superficial o cortical que recubre el ovario, también llamado epitelio cubico
simple. Este cdncer representa la quinta causa de muertes relacionadas por cancer en
todo el mundo, con aproximadamente 225.500 nuevos diagndsticos por afio y una
mortalidad que supera el 30% (Mignogna etal., 2016). Dentro del tipo epitelial
encontramos los subtipos: seroso de alto grado, seroso de bajo grado, mucinoso,
endometroide y el de células claras. El cancer de ovario seroso de alto grado (COSAG)
es el histotipo mas agresivo, y representa el 70% de todos los carcinomas de ovario

(figura 3) (Seidman et al., 2004; Kobel et al., 2010).

10-15% 3|%

10-15%
5%
70%
Seroso de Alto Grado m Seroso de Bajo Grado
Endometroide m Células claras
Mucinoso

Figura 3. Distribucion en porcentajes de los tumores epiteliales de ovario; destacando que mds
del 70% de los tumores son serosos de alto grado.
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2.2 Histogénesis

La hipdtesis mas aceptada hasta hace poco sobre el origen de los tumores epiteliales
de ovario, es que se originan del epitelio de superficie ovarica o germinal, es decir; el
mesotelio especializado que recubre el ovario (Auersperg et al., 2001). Esto debido a
gue el ovario no posee otro elemento epitelial de forma fisioldgica del que se puedan
originar estos tumores. En su mayor parte, los tumores epiteliales de ovario no se
originan directamente del epitelio de superficie, sino de quistes y glandulas producidas
por la invaginacién de este en el estroma ovarico, que se producen tras la ovulacion o
pequefias adherencias inflamatorias o tras procesos reparadores. Estos quistes de
inclusién sufririan un proceso de metaplasia de tipo mulleriano, el epitelio incluido
gueda expuesto de forma directa a la acciéon hormonal del estroma ovarico, hecho que
no se produce en el epitelio de superficie ya que esta separado del mismo por la tunica
albuginea. Es asi que se sabe que la ovulacidon puede jugar un papel critico en la
carcinogénesis ovdrica (Berchuck y Carney, 1997). Es por esta razéon que a nivel
experimental se ha conseguido generar tumores a partir de las células epiteliales de la
superficie del ovario igualmente, se podria explicar la existencia de los diversos tipos
histoldgicos dado que en el epitelio de superficie se pueden observar focos de
metaplasia mulleriana. Asimismo, la observacion de lesiones displasicas en el epitelio
de superficie adyacente a los tumores apoyaba que pudiera tratarse del lugar de donde
se originaban los mismos. Sin embargo, en contra de esta teoria, estaba el hecho de
que, dado que el epitelio de superficie del ovario es un mesotelio modificado, los
tumores que se originaban en el mismo no se parecian ni morfolégicamente ni
inmunofenotipicamente a los originados en el mesotelio (Dubeau, 1999; Auersperg,

Woo y Gilks, 2008).

La carcinogénesis ovdrica estd determinada predominantemente por factores
hormonales asociados a la reproduccion y a la ovulacién. Tradicionalmente se ha
considerado que el carcinoma de ovario surgia tras la malignizacion del epitelio
celédmico que recubre la superficie ovarica (Auersperg, Woo y Gilks, 2008). En 1971
Fathalla postuld que Ila ovulacidén ocasiona una acumulacién continua de

9
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anormalidades gendmicas que generaria un microambiente caracterizado por la
secrecion andmala de hormonas y de diversos factores de crecimiento favorecedor de

la carcinogénesis (Fathalla, 1971).

No obstante, el origen celdmico del cancer de ovario es un tema muy controvertido, y
aun no se han identificado las potenciales células precursoras. Por contra, cada vez es
mayor la evidencia de que los carcinomas de ovario, de trompa de Falopio y el
carcinoma peritoneal primario podrian tener un origen comun derivado de tejidos
embrionariamente procedentes de los conductos mullerianos, un origen embrionario
diferente que el propio ovario. Estudios de investigacion basica confirman que los
carcinomas de ovario expresan los genes HOX, implicados en procesos embrionarios
del aparato reproductor (Cheng et al., 2005). En condiciones normales, los genes HOX
se expresan en las células epiteliales de las trompas de Falopio, endometrio y
endocérvix, pero no se expresan en el epitelio ovarico. Estos hallazgos apoyan la idea
de que el carcinoma de ovario se podria originar a partir del epitelio mulleriano en
lugar del epitelio celémico (figura 4). Actualmente se sabe que el puntaje de riesgo
basado en la expresidon génica HOXA4 / HOXB3 puede ser Util para la estratificacion del
riesgo prondstico en los cancer de ovario especificamente serosos de alto grado (Miller
etal., 2018).

Se cree que muchos COSAG de la pelvis se originan en el parte distal de la trompa de
Falopio. Las lesiones del carcinoma intraepitelial tubarico seroso (CITS) son el precursor
de COSAG e identificable en >50% de los casos avanzados. Los datos sugieren que las
caracteristicas moleculares de COSAG con y sin lesiones CITS asociadas, son
mayormente compartidas, lo que indica un origen bioldgico comun, probablemente de

la trompa de Falopio distal entre todos los casos (Ducie et al., 2017)

10
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Figura 4. Posible Origen Cdncer de Ovario Epitelial: (a) Se muestra una supuesta célula madre
del epitelio de superficie ovdrica (CMO) como célula de origen del cdncer de ovario (CO).
Durante la ovulacion incesante, una célula madre de CMO normal o mutada (rosa oscuro)
queda atrapada dentro de la corteza del ovario para formar un quiste de inclusion cortical. La
célula madre atrapada se expone a sefiales paracrinas aberrantes desde el nicho estromal
activado (drea naranja) y / o sefiales autocrinas dentro de la luz quistica (drea gris). Asi mismo
con el tiempo, la célula madre atrapada se somete a metaplasia mulleriana, seguida de
transformacion maligna. Dependiendo de la naturaleza de las sefiales del nicho y la adquisicion
de mutaciones criticas, la CMO transformada se diferencia a lo largo de diferentes linajes
mullerianos para generar los diferentes tipos de células en CO tipo I. Los tumores de tipo Il, a la
inversa, surgen de novo de los quistes de inclusion corticales (o de las fimbrias, ver parte b). Se
muestra una célula madre fimbrial putativa como una célula de origen de carcinoma seroso de
alto grado (HGSC). Una célula madre (rosa oscuro) en la fimbria o fimbrias ovdricas (marcada
con *) desarrolla una mutacion TP53, seguido del desarrollo del carcinoma intraepitelial seroso
de trompa (CSIT). Durante la ovulacion, la célula (o células) CSIT se desprende y queda atrapada
dentro de la corteza del ovario para formar un quiste de inclusion cortical. La exposicion al
nicho estromal activado (drea naranja) y / o sefiales autocrinas dentro de la luz quistica (drea
gris) inducen a la carcinogénesis y metdstasis en el seroso de alto grado.

Los tipos de tumores que se originan a partir de este epitelio son los de tipo seroso que
incluye diversas tipologias con vias patogénicas diferentes. Kurman propone 2 vias: el

tipo | que originaria los carcinomas de bajo grado y el tipo Il que origina los carcinomas

11
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de alto grado a partir de la mutacidn del gen TP53. En ambas vias estarian implicados

mecanismos moleculares diferentes como se tratard mas adelante (Kurman y Shih,
2010, 2016) (figura 5).
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Figura 5. Vias de la patogénesis propuestas por Kurman en el cdncer de ovario (Kurman y
Shih, 2016).

2.3 Clasificacion histologica

La clasificaciéon de los tumores de ovario es fundamentalmente morfoldgica con
aspectos relacionados por su origen e histogénesis como ha sido mencionado
anteriormente (Bast, Hennessy y Mills, 2009). La clasificacién actual estd basada por 3
tipos principales en consonancia a los tejidos que conforman el ovario; dando origen a
las distintas neoplasias: epiteliales, células germinales y estroma ovarico especializado.
La clasificaciéon actualmente aceptada es la establecida por la OMS (Organizacion

Mundial de la Salud) en 2014 (Travis y Brambilla, 2014; Kurman y Shih, 2016), limitada
a los tumores epiteliales (tabla 1).

12
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Tabla 1. Clasificacion de los tumores epiteliales de ovario (OMS 2014)(Travis y Brambilla, 2014)

Tumores del epitelio de superficie-estroma
Benignos
e Cistoadenoma seroso
e Adenofibroma seroso
e Papiloma seroso de superficie
Tumores Bordeline
e Tumor seroso bordeline / tumor seroso proliferante atipico
e Tumor seroso bordeline variante micropapilar / C. seroso de bajo grado no invasivo
Malignos
e Carcinoma seroso de bajo grado
e Carcinoma seroso de alto grado
Tumores Mucinosos
Benignos
e Cistoadenoma mucinoso
e Adenofibroma mucinoso
Tumores Bordeline
e Tumor mucinoso borderline / Tumor mucinoso proliferante atipico
Malignos
e (Carcinoma mucinoso
Tumores Endometrioides
Benignos
e Quiste endometridsico
e Cistoadenoma endometrioide
e Adenifibroma endometrioide
Tumores Borderline
e Tumor endometrioide borderline / endometrioide proliferante atipico
Malignos
e Carcinoma endometrioide
Tumores de Células Claras
Benignos
e (Cistoadenoma de células claras
e Adenofibroma de células claras
Tumores Borderline
e Tumor de células claras borderline / células claras proliferante atipico
Malignos
e Carcinoma de células claras
Tumores de Brenner
Benigno
e Tumor de Brenner
Tumores Borderline
e Tumor de Brenner borderline / Tumor de brenner proliferante atipico
Malignos
e Tumor de Brenner maligno
Tumores Seromucinosos
Benigno
e (Cistoadenoma mucinoso
e Adenofibroma seromucinoso
Borderline
e Tumor seromucinoso borderline / seromucinoso proliferante atipico
Malignos
e (Carcinoma seromucinoso
Carcinoma Indiferenciado

13
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2.4 Tumores serosos

Los tumores serosos son los tumores epiteliales mas frecuentes (representando un 90%
de todos los casos de cancer epitelial de ovario), el 5% de ellos son benignos y el 85%

malignos (Kurman y Shih, 2016).

2.4.1 Tumores serosos benignos

Los tumores benignos son mas frecuentes en mujeres con una edad comprendida entre
los 20 y 50 afios, siendo 20% de dichos tumores bilaterales. Los tumores serosos
benignos suelen diagnosticarse en la 32-52 década de la vida pudiendo ser bilaterales
en 20% de los casos ya sea quisticos, papilares y adenofibromatosos (Guleria, Jensen y
Kjeer, 2018). Los tumores serosos benignos pueden presentar un tamafo grande y ser
uni o multilobulados, presentan un epitelio similar al que encontramos en la trompa de
falopio, observandose cilios en la mayoria de los casos. Cuando tienen abundante
estroma fibroso, se denominan adenofibromas que les concierne una caracteristica
mas solida. Contrariamente, cuando crecen de forma papilar y tipicamente de forma
exofitica se denominan papilomas serosos de superficie (Guleria, Jensen y Kjzer, 2018)
gue son lesiones totalmente benignas, pudiendo reaparecer después de la extirpacion
quirdrgica. Aunque estos tumores se comportan como benigno, pueden confundirse
con los serosos de alto grado clinica y/o radiolégicamente debido a su morfologia
macroscoépica, asi como a su presentacién clinica y progresidon de manera indolente con

un comportamiento metacrénico durante afios (Shukla et al., 2018).

2.4.2 Tumores serosos borderline

Este tipo de tumores vienen caracterizados por ser no invasivos y con una tasa de
proliferacion epitelial con atipias mayor a la que se encuentran en los tumores
benignos (Malpica y Longacre, 2018). Se presentan en mujeres jévenes siendo la edad

media de aparicion los 40 afios (Mink, Sherman y Devesa, 2002). Generalmente son
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lesiones quisticas en un 50% bilaterales y caracterizadas por tener un gran tamafio
mayor que los serosos benignos (Tumors et al., 2005). Habitualmente muestran un
patrén de evolucidn papilar intraquistico y en ocasiones se presentan en la superficie

del ovario asociado a implantes peritoneales (figura 6).

Figura 6. Tumor seroso borderline. Crecimiento intraquistico de papilas finas, edematosas y

cohesivas (Prat Diaz de Losada, 2007).

En la clasificacion de la OMS de 2014 (Hauptmann et al., 2014), describen 2 tipos de
tumores borderline por su patrén de crecimiento: el patrén clasico y el patrén
micropapilar. En el patrén de crecimiento cldsico se evidencian papilas de crecimiento
de mayor a menor, es decir; papilas que se van subdividiendo en papilas de menor
tamano de forma progresiva. Histolégicamente, las papilas estdn revestidas por un
epitelio de tipo cilindrico o cubico, en el que se pueden ver cilios. También pueden
identificarse focos de microinvasién del estroma. En ellos se observan células con
mayor citoplasma, de aspecto eosindfilo y con un frecuente artefacto de retraccion y
gue pueden ocupar como maximo un area de 5mm. Estas areas pueden encontrarse en
hasta el 10% de tumores borderline sin tener impacto en el curso clinico de la
enfermedad (Hauptmann etal.,, 2017). Otras veces, puede detectarse reaccion
desmoplasica del estroma, pasando a denominarse carcinomas microinvasivos, aunque
no se sabe cual es el impacto prondstico de este grupo.

En estos tipos tumorales se pueden encontrar implantes peritoneales que pueden ser
de 2 tipos: no invasivos y los invasivos. Los no invasivos se han subclasificado en
implantes de tipo epitelial cuando forman estructuras papilares y de tipo desmoplasico

cuando son grupos de células en un estroma reactivo; este tipo de tumores en los

15



INTRODUCCION

estadios | se comportan de una manera similar a los tumores benignos (Shiraki et al.,
1992). Los implantes invasivos presentan infiltracion destructiva de la zona donde se
asientan y es importante diferenciarlos de los no invasivos, dado que se asocian a
recidivas en un 65% de los casos respecto a los no invasivos que lo hacen en un 14% de
los casos (Bell, Smith Sehdev y Kurman, 2001), y a un mayor indice de recurrencia con
una supervivencia de 95% (Qian et al., 2018). Solo un 5% de los tumores borderline
evolucionan a carcinomas serosos de bajo grado teniendo un comportamiento mas
agresivo disminuyendo asi la supervivencia (Tumors et al., 2005; Hauptmann et al.,

2017).

En referencia a los tumores borderline con patrén micropapilar o carcinoma no invasivo
de bajo grado que se especifican en la clasificacion de la OMS 2014, estos se
caracterizan por un patron de crecimiento en el cual se visualizan unas papilas de
mayor calibre que en el patrdn clasico, de la que se originan multiples crecimientos
papilares de pequeno tamaiio, y se comparan con la “cabeza de medusa” los cuales
pueden tener también un patrén cribiforme y atipia moderada (Cisterna y Orellana,
2007). Para hacer este diagndstico se requiere que uno de estos patrones sea
observado en >5mm o en el 10% del tumor. La importancia de este diagndstico radica
en que estos tumores se asocian con mas frecuencia a implantes invasivos y tienen
peor prondstico que las formas tipicas (Gershenson et al., 1998; Cisterna y Orellana,

2007).

2.4.3 Carcinomas serosos

2.4.3.1 Carcinoma seroso de bajo grado

El cancer seroso de bajo grado generalmente se presenta a una edad mas temprana
gue el seroso de alto grado, sin embargo; es un precursor de los de alto grado
(Gershenson, 2011). La edad media en el momento del diagndstico para las pacientes
con este tipo de cancer es de 55 anos, que es de aproximadamente 7-10 afios mas

joven que las pacientes con cdncer seroso de alto grado (Romero et al., 2013; Press,
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2014) y generalmente este tipo de tumores tiene una presentacion clinica bilateral
(Hauptmann et al., 2010).

Es un carcinoma invasivo que muestra atipia citolégica baja y que representa la
progresion de un tumor borderline de tipo micropapilar (Alli y Ali, 2002). Son poco
frecuentes y representan el 5% de los carcinomas serosos (Parker et al., 2004). La edad
de aparicion es similar a los tumores borderline y unos 10 afos menor que los
carcinomas de alto grado (Dehari et al., 2007). En bastantes casos es posible encontrar
areas de tumor borderline, aunque el tumor puede presentar patrones diversos, siendo
habitual encontrar células aisladas o pequefios nidos de células tumorales infiltrando
un estroma reactivo. Con frecuencia se observan cuerpos de “Psamoma” lo cual son
microcalcificaciones caracterizadas en el microscopio como anillos concéntricos
endurecidos, signos de inflamacion crénica (Hauptmann etal., 2010). No se
encuentran caracteristicas que se asocien a agresividad tumoral como necrosis, atipias
marcadas o elevado numero de mitosis. Estos tumores si estan limitados al ovario
presentan buen prondstico, con supervivencias del 95% a los 5 afos. Si afectan otras
localizaciones el prondstico es malo dado que no responden a la quimioterapia (Dehari

etal., 2007).

2.4.3.2 Carcinoma Seroso de Alto Grado (COSAG)

Es el carcinoma de ovario mas frecuente representando el 70% de los mismos, la edad
media de presentacion es de 60 afios siendo mas frecuente en paises occidentales
(Ferlay et al., 2015). Suelen presentarse como masas ovaricas de tamafos variables,
solido-quisticas y que suelen mostrar areas de necrosis y hemorragia (figura 7). En la
mayoria de los casos la enfermedad ya se extiende fuera del ovario en el momento del

diagnéstico (Peres et al., 2018).
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Figura 7. Imagen macroscépica Tumor Seroso de Alto Grado caracterizado por dreas de

calcificacion y hemorragias (Torrico Aponte William, 2011)

Son tumores que pueden mostrar diversos patrones de crecimiento, siendo el papilar el
mas caracteristico, pero puede ser sélido o glandular, formando hendiduras que
tipicamente se ramifican, con estroma escaso a desmopldsico; ocasionalmente areas
mixoides (Auersperg, 2013). Las células presentan marcada atipia con presencia de
nucleos pleomdrficos y multinucleados de forma aislada (figura 8) (Karst y Drapkin,

2010; Kroeger y Drapkin, 2017).

Figura 8. Histologia Seroso de Alto Grado (40x) se describe patron papilar, estroma escasoy
nticleos pleomdrficos

Con frecuencia estos tumores causan afectacion de los espacios linfaticos, conllevando
a metastasis en etapas tempranas de la enfermedad. Un elemento tipico de los
carcinomas serosos son unas microcalcificaciones intratumorales denominadas cuerpos
de “Psamoma”, presentes hasta en un 60% en las formas tumorales bien diferenciadas,

un 10% en los de grado 2-3, asocidandose, por tanto, a buen prondstico (Alli y Ali, 2002).

18



INTRODUCCION

2.5 Factores prondsticos del cancer de ovario seroso de alto grado

En el cancer de ovario seroso de alto grado se describen 3 grupos de factores
prondsticos (clinicos, anatomopatoldgicos y moleculares) aunque el estadio y la
cantidad de tumor residual estan reconocidos como factores con capacidad prondstica

independiente al momento del tratamiento adyuvante (Cannistra y Cannistra, 2011).

La mayoria de los casos de COSAG ocurren después de la menopausia, y especialmente
en mujeres mayores de 63 afos. Siendo infrecuente antes de los 40 afos. Se ha
determinado que pacientes mayores de 63 afios tienen peor pronéstico (Onal, 2017).
Es asi que en las mujeres jovenes a las que se les diagnostican en estadios mas
precoces, grados histolégicos mas bajos y con menor enfermedad residual tras la

cirugia se asocia a mejor prondstico (Bhoola y Hoskins, 2006).

En el COSAG a medida que las etapas iniciales progresa, la supervivencia a 5 afios
disminuye (Satoshi y Ochiai, 2007). El estadio clinico es el principal factor prondstico
gue determina la supervivencia (Prat y FIGO Committee on Gynecologic Oncology,
2015). El estadio clinico se basa en el resultado de las exploraciones clinicas, de la
laparotomia y del estudio anatomopatolégico reglado (Bois et al., 2009; Prat y FIGO
Committee on Gynecologic Oncology, 2015) (tabla 2). El parametro usado para
determinar el estadio es el de la Federacidn Internacional de Obstetricia y Ginecologia
(FIGO) y el sistema TNM [La T se refiere al tamafio y extension del tumor principal, la N
se refiere a los ganglios (o nddulos) linfaticos cercanos, la M metastasis] de la UICC
Unidn Internacional para el control del cancer (Prat y FIGO Committee on Gynecologic
Oncology, 2015). Representa uno de los parametros mas importantes para establecer el
prondstico de estos carcinomas y condiciona el tratamiento que va a recibir la paciente

(Heintz et al., 2003).
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Tabla 2. Clasificacion de estadificacion para el cdncer de ovario, trompa de falopio y peritoneo
TNM de la FIGO 2014 (Prat y FIGO Committee on Gynecologic Oncology, 2015)

Estadio Descripcion
1A Tumor limitado a 1 ovario/trompa con capsula intacta, no tumor en la
superficie ni células malignas en LA 6 LP
IB Igual a IA, pero limitado a los dos ovarios/trompa
IC Tumor limitado a 1 o los 2 ovarios/trompas de Falopio:

IC1: rotura de la capsula durante la cirugia

IC2: rotura de la capsula antes de la cirugia o tumor en la superficie del
ovario/trompa

IC3: células tumorales en el LA o lavado peritoneal

A Extensidn y/o implantes en Utero y/o trompas de falopio y/o ovarios
1B Extension a otros tejidos pélvicos intraperitoneales
A1 Sélo ganglios retroperitoneales positivos (citolégica or histolégicamente

confirmado):
I11A1(i) Metastasis hasta 10mm
IIIA1(ii) Metastasis > 10mm

A2 Afectacidn peritoneal microscépica extrapélvica +/- ganglios retroperitoneales
positivos

]]3] Afectacidn peritoneal macroscdpica extrapélvica < 2cm, +/- ganglios
retroperitoneales positivos

lHc Afectacion peritoneal macroscépica extrapélvica > 2cm, +/- ganglios
retroperitoneales positivos (capsula hepatica y esplénica)

IVA Derrame pleural con citologia +

IVB M1 hepaticas/esplénicas Parenquimatosas

M1 en érganos extra-abdominales (incluidos ganglios inguinales y ganglios
fuera de la cavidad abdominal)

Representa el volumen de tumor que queda tras el tratamiento quirdrgico
citorreductor, que se realiza sin fines curativos, en casos en estadios avanzados. La
citorreduccién optima se define como reseccion completa sin enfermedad residual
macroscopica (Randall y Rubin, 2010; Stuart et al.,, 2011). La citorreduccién dptima
mejora el estado general de las pacientes e incrementa la respuesta a los tratamientos

complementarios, mejorando la supervivencia global (Bois et al., 2009).

El carcinoma de ovario seroso de alto grado y los indiferenciados son el grupo mas

agresivo y ello es debido a que la mayoria se diagnostican en estadios avanzados,
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(Odicino et al., 2007). Los carcinomas serosos junto con los carcinomas indiferenciados

tienen una supervivencia del 20-35% a los 5 afios (Llueca et al., 2018).

El grado histoldgico se basa fundamentalmente en los cambios estructurales, siendo los
mejor diferenciados aquellos que conservan la capacidad de producir glandulas o
papilas. Los carcinomas de alto grado presentan cambios citolégicos de actividad
proliferativa elevada, incluyendo elevado indice mitético, atipia nuclear y relacién
nucleo/citoplasma disminuida. Se han realizado multiples trabajos para intentar
establecer criterios que permitan unificar todos estos parametros para crear un
sistema de graduacidn de los carcinomas que sea reproducible y sensible para predecir
la agresividad del tumor. En la practica diaria y siguiendo las recomendaciones de la
OMS (Hauptmann et al., 2017), la mayor parte de carcinomas serosos son grado 3
debido a la escasa diferenciacién celular. En general, cuanto mayor es el grado del
tumor, es decir, menos diferenciado, mas agresivo va a ser su comportamiento y la

supervivencia sera menor.

3. Perfiles moleculares en el cancer de ovario

En el afo 2011 el proyecto Atlas del Genoma del Cancer (The Cancer Genome Atlas,
TCGA) realizd una importante caracterizacion molecular en el cancer de ovario
estableciéndose a partir de este trabajo dos subtipos de acuerdo al origen del mismo y
a la presencia de determinadas mutaciones (Network, 2011). En este trabajo se
analizaron 500 carcinomas serosos de alto grado de ovario aplicando diversas técnicas
de analisis masivo en las que analizan mutaciones, alteraciones en el nimero de copias
de genes somaticos, expresion de ARNm y alteraciones epigenéticas. De este analisis
mutacional se confirma que la alteracion mas frecuente es la del gen supresor TP53,
que esta presente en el 96% de casos los COSAG, seguida de BRCA1 y BRCA2 que lo
estan en el 22% de las muestras. Ademas, describen 6 alteraciones recurrentes en otros
genes, presentes de forma menos frecuente RB1, NF1, FAT3, CSMD3, GABRA6 y CDK12.
A continuacién, se mencionaran en mayor detalle las principales alteraciones

moleculares:
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En los COSAG, las mutaciones de TP53 se han correlacionado con el potencial
metastasico (Havrilesky et al., 2015) y también con resistencia a tratamientos como los
basados en platinos (Graeff et al., 2006). Clinicamente se ha realizado algun ensayo
para restaurar la funcién de p53 en pacientes con cancer de ovario avanzado y
multirresistente a quimioterapia, mediante adenovirus, con ligera mejora de los niveles
de CA125 pero con menor respuesta a la que ofrece la terapia convencional basada en
carboplatino y paclitaxel (li et al., 2002). Otra molécula implicada en la regulacion de
p53 es MDM2 que también se ha ensayado de forma terapéutica en leucemias (Kojima
et al., 2016). MDM2 es una ubiquitina-ligasa cuya funcién es facilitar la degradacion de
p53 por el proteosoma. Se encuentra sobreexpresada en aproximadamente una tercera
parte de los carcinomas de ovario y se describe en la mitad de los tumores serosos
borderline, hecho que explicaria la menor expresion inmunohistoquimica de p53 en los
mismos (Palazzo et al., 2000). También se ha visto asociacion de MDM2 con el
prondstico de los carcinomas serosos, asi como con la respuesta a tratamiento

guimioterapico (Dogan y Saygili, 2005).

Como en otros tumores también esta molécula ofrece oportunidades para la terapia,
ya que en lineas celulares se ha comprobado que algunos antagonistas de MDM?2
actuan de forma sinérgica con tratamientos basados en platinos (Mir et al., 2014). Los
oncogenes KRAS y BRAF también se han implicado en el prondstico, aunque con
resultados desiguales. KRAS se ha relacionado con mayor tendencia a la recidiva en
tumores borderline serosos y carcinomas serosos de bajo grado, hecho que no ocurre
con BRAF (Tsang, 2014). La Unica relacion de BRAF con el comportamiento de estos
tumores, es que se suele observar mutado en tumores en estadios iniciales y con

mayor supervivencia (Grisham et al., 2014).

Los receptores de factores de crecimiento se han implicado en el prondstico de los
carcinomas de ovario en multiples estudios. Especialmente en relacion a HER2
(receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano), se han encontrado
resultados contradictorios con estudios en los que tenia valor prondstico y otros en los

gue no (Heublein etal., 2013). Otros receptores como HER3 se han implicado en el
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prondstico de los carcinomas de ovario (Tanner et al., 2018) aunque este resultado no

se ha confirmado en otras series grandes.

Del analisis de expresion se desprende una clasificacién molecular en la que se definen
4 subtipos tumorales: el inmunorreactivo, el diferenciado, el proliferativo y el
mesenquimal. (Konecny et al., 2014; Zhang et al., 2015) (figura 9).
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Figura 9. Firmas de Expresion Génica en COSAG: diferenciado (D), inmunorreactivo (1),
mesenquimal (M) y proliferativo (P). (A) puntajes binarios que indican si una muestra tumoral
activa la firma del gen. Cada columna representa 1 muestra; cada fila representa 1 firma
genética Rojo, activado; negro, no activado. (B) Puntajes de activacion del conjunto de genes en
bruto. Cada columna representa 1 muestra; cada fila representa 1 firma genética (Verhaak y
Tamayo, 2013).

(I

Sin embargo, mas andlisis son necesarios para elucidar los mecanismos implicados en

el COSAG.
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4. Bases inmunes en Cancer

4.1 Sistema Inmune y el Cancer

Las principales funciones del sistema inmune de los mamiferos son controlar la
homeostasis tisular, proteger contra agentes patégenos invasores o infecciosos y
eliminar las células dafiadas. Se divide en dos componentes principales, inmunidad
innata y adaptativa, que producen una respuesta inmune efectiva a través de una
variedad de células y mediadores solubles. El sistema inmune innato, que representa la
primera linea de resistencia, estd compuesto de macréfagos, neutréfilos, células
dendriticas (DC), mastocitos, eosinodfilos, basdfilos, células asesinas naturales (NK) y
células T (figura 10) (Cui y Guo, 2016). Los macrofagos y los mastocitos liberan
mediadores solubles tales como citoquinas, quimiocinas, metaloproteinasas de matriz y
especies de oxigeno reactivo (ROS), y también atraen leucocitos adicionales (De Visser,

Eichten y Coussens, 2006).
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Figura 10. Microambiente tumoral el cual estd conformado por un conjunto de elementos

celulares y moleculares. Los elementos celulares consisten en las células inmunes de origen
hematopoyético y células estromales. Las células inmunes comprenden los linfocitos infiltrantes
de tumores T, B, células asesinas naturales NK y la poblacion de origen mieloide asociada a
tumores encontramos células dendriticas, macrofagos y células supresoras. El compartimiento
del estroma lo conforma los fibroblastos asociados a tumores y las vasculatura linfdtica y
sanguinea. También encontramos citoquinas y quimiocinas (Cui y Guo, 2016).
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Las células NK desempefian un papel importante en el rechazo de células tumorales o
células infectadas por virus, pueden detectar la presencia de patdgenos e inducir la
maduracién DC (células dendriticas), la activacion funcional, la migraciéon y la
presentacion de antigenos (Vivier y Anfossi, 2004). El sistema inmune adaptativo
comprende células By T que promueven aln mas la activacion de la inmunidad innata
y apoyan la expansion y produccién de células T y anticuerpos especificos de tumores.
Hay dos subtipos principales de células T: células T cooperadoras (Th o CD4) y células T
citotdxicas (CTL o CD8). Estas células expresan receptores especificos de antigeno que

permiten un nimero amplio y flexible de respuestas (Bremnes et al., 2011).

El sistema inmunitario juega tres papeles importantes en la prevencion de tumores:
protege al huésped de los tumores inducidos por virus al eliminar las infecciones por
virus; resuelve la eliminacion de patdégenos de manera rdpida evitando el
establecimiento de un ambiente inflamatorio y finalmente el sistema inmune elimina
las células tumorales que expresan antigenos especificos de tumores en un proceso
conocido como inmunovigilancia (Vesely etal., 2011). De hecho, las primeras
investigaciones demostraron que la presencia de células T intratumorales se
correlaciona con mejores resultados clinicos en carcinomas ovdéricos avanzados (Zhang
y Conejo-Garcia, 2003), que también se observé en otros tipos de tumores como en el
carcinoma de pulmén (Al-Shibli et al., 2008). Entre estas células T intratumorales, las
células CD8+ son la fuente mas importante de actividad antitumoral in vivo. El
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase | y B7 son dos sefiales
indispensables para activar las células T CD8+. Después de estimular e interactuar con
las células T CD4+, las células T CD8+ se convierten en linfocitos citotdxicos (Russell y
Ley, 2002). Sin embargo, cuando el sistema inmune no puede eliminar por completo las
células cancerosas, se desarrolla un estado de equilibrio mediante el cual el tumor no
progresa o metastatiza mas. En este caso, se seleccionan las células cancerosas que
pueden resistir, evitar o suprimir la respuesta inmune antitumoral, lo que provoca el

escape del tumor y el crecimiento progresivo del tumor (Finn, 2012).

Tomando todas estas pruebas en conjunto, se ha vuelto cada vez mas claro que las

células cancerosas no solo pueden evitar la vigilancia inmunoldgica sino también
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explotar los mecanismos inmunes nativos para su propio beneficio. De hecho, se han
definido tres capacidades o caracteristicas esenciales del cancer: la capacidad de
prosperar en un microambiente cronicamente inflamado, la capacidad de evadir el
reconocimiento inmunoldgico y la capacidad de regular y suprimir la actividad inmune.
La fuerza relativa de cada una de estas habilidades puede variar de un tipo de tumor a

otro (Cavallo et al., 2011).

Incluso en ausencia de estimulos inflamatorios externos, las sefiales impulsadas por los
oncogenes pueden activar las vias intrinsecas proinflamatorias que aceleran el proceso
de carcinogénesis (Mantovani et al., 2008). Las vias inflamatorias mas importantes que
participan en la carcinogénesis inducida por la inflamacidon convergen a nivel de
transductores de sefial del factor de transcripcion. Algunos ejemplos son el activador
de la transcripcion 3 (STAT3) y el factor nuclear-kB (NFkB). Al usar estas vias, los
tumores modulan el entorno inflamatorio secretando factores de crecimiento solubles
y quimioatrayentes que estimulan las células supresoras de la inflamacién para
contrarrestar las respuestas de las células T anticancerigenas (Elinav et al., 2013). Como
resultado de esta inflamacién, varios tipos de células inmunitarias se acumulan en el
microambiente tumoral (De Visser, Eichten y Coussens, 2006) ademds de las células
cancerosas y su estroma circundante (este ultimo compuesto por fibroblastos, células
endoteliales, pericitos y células mesenquimales) que se muestran en la figura 11. Es la
expresion de mediadores y moduladores inmunes, asi como la abundancia y el estado
de activacién de diferentes tipos de células en el microambiente tumoral que definen
en qué direccion se inclina la balanza y por lo tanto el tumor promover inflamacion o

inmunidad antitumoral (Lin y Karin, 2007).

Otra caracteristica de las células cancerosas es que pueden evitar el reconocimiento
inmunoldgico. Debido a la creciente inestabilidad de sus genomas, los tumores pueden
producir diferentes clones inmunogénicos y los poco inmunogénicos escapan de la
inmunosupervision (Thibodeau, 2012). Uno de los mecanismos por el cual escapan las
células tumorales es la pérdida o alteracion de las glucoproteinas MHC en su
membrana celular. El escape también puede verse facilitado por la subversidén de la
fisiologia celular como consecuencia de la sobreexpresion de oncogenes y/o

alteraciones de la maquinaria de procesamiento de péptidos antigénicos (Norell et al.,

26



INTRODUCCION

2006). Estos procesos alteran el reconocimiento directo del antigeno tumoral de las
células T y evitan el cebado directo de una respuesta inmune contra el tumor (Cavallo
et al., 2011). Finalmente, las células tumorales pueden regular la actividad del sistema
inmune para suprimir su respuesta contra ellas y modular los diferentes mecanismos

del sistema inmune para su propio beneficio.
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Figura 11. Representacion de la acumulacion inmune innata y adaptativa en el microambiente
tumoral. Los antigenos que estdn presentes en los tejidos neopldsicos tempranos son
transportados a los drganos linfoides por las células dendriticas (DC) que activan las respuestas
inmunes adaptativas que resultan en efectos antitumorales y promotores de tumores. La
activacion de las células B y las respuestas inmunes humoral da como resultado la activacion
cronica de las células inmunes innatas en los tejidos neopldsicos. Las células inmunitarias
innatas activadas, como los mastocitos, los granulocitos y los macréfagos promueven el
desarrollo tumoral mediante la liberacion de potentes moléculas solubles pro-supervivencia. Las
células inflamatorias influyen positivamente en la remodelacion tisular y el desarrollo de la
vasculatura angiogénica mediante la produccion de mediadores proangiogénicos y proteasas
extracelulares. Por el contrario, la activacion de la inmunidad adaptativa también mejora las
respuestas antitumorales a través de la toxicidad mediada por células T (induccion del miembro
6 de la superfamilia del receptor TNF vias de perforina y / o citocinas) ademds de la
citotoxicidad mediada por anticuerpos y anticuerpo lisis mediada por complemento inducido.
Reproducido de Visser y colaboradores, 2006.
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4.2. Inmunoregulacion del cancer

Los tumores adquieren mecanismos para regular su microambiente inmunitario que
incluyen: la liberacion de una serie de factores para alterar los mecanismos normales
de reaccion, la modulacion de las vias coestimuladoras (también conocidas como
puntos de control inmunolégicos), la induccidn y atraccién de células supresoras como

MDSC, macrdfagos asociados a tumores (TAM), DCy Tregs.

4.2.1. Factores inmunosupresores

Los mediadores inmunosupresores (como las citoquinas) liberados por las células
tumorales pueden inhibir las DC, inhibir indirectamente la penetracién de células T en
el lecho tumoral o suprimir directamente la activaciéon de células T efectoras a la vez
gue mejora la funcidn de las células Treg que son un componente central de la evasidon
inmune mediada por tumores. Ellos suprimen la inmunidad inhibiendo las células T
CD4, CD8 y DC a través del contacto directo célula-célula o mediante secrecién de /L-10
y TGFB. Este ultimo también juega un papel en la conversion de células T efectoras en

células T reguladoras (Melichar et al., 2000) (figura 12).
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Figura 12. Interaccién entre los Tregs y otras células del sistema inmune. IL-10 y TGF-f
inhiben la activacién de células T y suprimen la funcién de APC inhibiendo la expresion de
moléculas de MHC CD80, CD86. Tregs producen IL-6 e IL-10, que eventualmente pueden con-
ducir a la detencion del ciclo de las células T.
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El TGFB (factor de crecimiento transformante B) es una de las citocinas
inmunosupresoras mas importantes producidas por las células tumorales y los
leucocitos infiltrantes en el microambiente tumoral. Se ha demostrado que TGF8 puede
promover la metastasis del cancer al aumentar la invasiéon de células tumorales e
inhibir la funcién de las células inmunes (Massagué, 2008). TGF8 puede suprimir o
alterar la activacion, maduracion y diferenciacion de las células inmunitarias innatas y
adaptativas, incluido NK células, CD, macrofagos, neutrofilos y células T CD4+ y CD8+.
Ademas, TGFB tiene un papel importante en la diferenciacion e induccion de las Tregs
naturales e inducidas, lo que contribuye a crear un entorno inmuno tolerante (Li et al.,
2006). Sin embargo, es importante tener en cuenta que TGF8 juega un doble papel en
el cancer; esto se demostrd por primera vez en un conjunto de experimentos de cancer
de piel realizados en ratones que demostraron que la expresion de TGFB ataca los
gueratinocitos para inhibir el crecimiento de tumores benignos, mientras que
posteriormente mejora la progresion de la malignidad y promueve papilomas benignos
hacia la malignidad (Cui et al., 1996). Posteriormente se demostrd que el TGF8 suprime
la iniciacion tumoral y el desarrollo temprano inhibiendo la progresion del ciclo celular,
induciendo la apoptosis y suprimiendo la expresion de factores de crecimiento,

citoquinas y quimiocinas (Yang et al., 2010).

Otra funcién de TGF8 es la regulacién positiva de IL10 (interleucina 10), que a su vez
potencia la expresion de TGFB en un circuito de retroalimentacion positiva. La I1L10
inhibe la presentacién del antigeno, la expresion del MHC de clase Il y la regulacion al
alza de las moléculas coestimuladoras CD80 y CD86 (Noppen y Morisset, 2008). 1L10
suprime las citocinas inflamatorias IL1, IL6, IL12 y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNFa). IL10 parece actuar sobre DC y macrofagos y protege las células tumorales de la
citotoxicidad mediada por CTL (Linfocito T citotoxico) (Kurte et al., 2004); sin embargo,
algunas pruebas indican que IL10 también puede poseer propiedades
inmunoestimulantes. De hecho, la sobreexpresion de IL10 en el microambiente
tumoral se sinergiza con otras citoquinas para promover el rechazo tumoral en lugar de

inducir la inmunosupresion (Adris et al., 2005).
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Los tumores también son capaces de expresar factores inmunosupresores distintos de
las citoquinas. Las Galectinas son moléculas inmunosupresoras importantes liberadas
en el microambiente tumoral. La investigacidon actual indica que las galectinas tienen
un papel importante en el cancer, contribuyen a la transformacion neoplasica, la
supervivencia de las células tumorales, la angiogénesis y la metastasis tumoral.
Ademas, pueden modular las respuestas inmunitarias e inflamatorias y pueden tener
un papel clave para ayudar a los tumores a escapar de la vigilancia inmunoldgica. La
galectina estudiada mas ampliamente en el contexto de la regulacion de la respuesta
inmune es la galectina-1, codificada por el gen LGALS1 (soluble en la unién de
galactésido de lectina 1). Galectina-9 inhibe la activaciéon de células T completas,
induce la detencidn del crecimiento y la apoptosis de las células T activadas, y suprime
la secrecion de citoquinas proinflamatorias (Liu y Rabinovich, 2005). Las galectinas-2 vy -
9 también parecen desempefiar un papel en la inmunoregulacién induciendo a la
apoptosis de células T (Ito etal., 2012). De hecho, Galectina-2 puede inducir la
apoptosis de las células T y controlar la secrecién de linfotoxina-a por los macréfagos

(Liu y Rabinovich, 2005).

Indoleamina 2,3-dioxigenasa (/DO), la enzima metabdlica clave implicada en el
catabolismo del triptéfano también afecta la supresion de la respuesta inmune.
Produce una disminucién en la disponibilidad de triptéfano y genera metabolitos de
triptéfano que tienen efectos negativos sobre los linfocitos T. La actividad de /DO
parece favorecer un fenotipo regulador en las células T CD4+; por otro lado, el
catabolismo de triptofano por /DO puede actuar como un modulador negativo del
crecimiento tumoral debido al efecto inhibidor del interferon gamma (IFNy) sobre la
proliferacion de células cancerigenas mediada por la privacion de triptéfano (Godin-
Ethier et al., 2011). Sin embargo, el papel de los IDO y el mecanismo de accidn en la
evasion inmune y el crecimiento tumoral aun son poco conocidos en el cancer
humano. Otros factores liberados por las células tumorales que pueden afectar la
respuesta inmune son la prostaglandina E2 (PGE2), los gangliésidos, el factor 1
derivado de las células del estroma (SDF1 o CXCL12) y el VEGF (Banerjee,

Vasanthakumar y Grigoriadis, 2013).
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4.2.2. Puntos de control inmunologico

La activacion de células T requiere al menos de dos sefiales para activarse por
completo. La primera ocurre después del acoplamiento del receptor especifico de
antigenos de células T (TCR) por MHC, y el segundo por el posterior acoplamiento de
moléculas coestimuladoras, siendo el coestimulador de células T CD28 el mas potente.
Se ha demostrado que las células tumorales pueden regular al alza los ligandos de
superficie que actian como sefiales coestimuladoras negativas para las células T. Sin
lugar a duda, una de las sefiales reguladoras mejor estudiadas es CTLA4 que se induce
en las células T en el momento de su respuesta antigénica inicial. Las células T ingenuas
y de memoria expresan altos niveles de CD28 en la superficie celular pero no expresan
CTLA4, se secuestra en vesiculas intracelulares y se transporta a la superficie celular
después de que se desencadena el TCR al encontrar el antigeno (figura 13). Cuanto mas
fuerte es la estimulacion a través del TCR y CD28, mayor es la cantidad de CTLA4
depositada en la superficie de las células T (Drew M. Pardoll, 2012). CTLA4 contrarresta
la actividad del receptor coestimulador de células T CD28 y se une a dos ligandos
idénticos: CD80 (también conocido como B7.1) y CD86 (también conocido como B7.2)
(Carreno et al., 2000) Ademas, CTLA4 se expresa constitutivamente en la superficie de
Tregs (Jain et al., 2010). Por lo tanto, CTLA4 funciona como un amortiguador de sefial
para mantener niveles consistentes de activacidon de células T. Las células tumorales y
las células presentadoras de antigeno (APC) se unen a CTLA4, lo que evita actividad de
células T anticancerigenas. Allison y colaboradores fueron pioneros en demostrar que
el bloqueo de la sefializacién de CTLA4 puede mejorar las respuestas antitumorales
(Leach, 1996). Los estudios iniciales demostraron respuestas antitumorales
significativas sin toxicidades inmunoldgicas manifiestas cuando los ratones que tenian
tumores parcialmente inmunogénicos se trataron con anticuerpos de CTLA4 como
agentes unicos. El bloqueo del funcionamiento fisiolégico de CTLA4 en células T se usa
actualmente como un enfoque terapéutico en una variedad de tumores humanos,
particularmente en melanoma avanzado, con el objetivo de promover la activacién y

expansion de células inmunes antitumorales (Drew M. Pardoll, 2012).
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Otro receptor de punto de control inmune, PD1 esta emergiendo como un objetivo
adicional prometedor; la funcién principal de PD1 es la regulacion de las respuestas
inflamatorias en los tejidos periféricos causadas por el reconocimiento de antigenos de
células T efectoras. Las sefiales inflamatorias en los tejidos inducen la expresion de
ligandos PD1, que regulan negativamente la actividad de las células T y, por lo tanto,
limitan el dano del tejido colateral (figura 13). Las células tumorales pueden expresar
PDL1 vy, al hacerlo, detienen la actividad de las células T anticancerigenas (Jain et al.,
2010). Este receptor se expresa en una gran proporcion de linfocitos infiltrantes de
tumor (TIL), incluido Tregs, mientras que PDL1 comuUnmente se regula positivamente
en la superficie celular de diferentes tumores humanos (Zou y Chen, 2008). Ademas de
las células tumorales, PDL1 se expresa comunmente en células mieloides en el
microambiente tumoral. Alentadoramente, se ha demostrado que los anticuerpos
blogueadores contra PD1 o PDL1 tienen un efecto clinico sustancial en pacientes con
melanoma metastasico, carcinoma de células renales y otros tumores. Ademas, los
hallazgos preliminares plantean la posibilidad de que el bloqueo de PD1 sea menos
toéxico que el anti-CTLA4 ipilimumab, aunque aun se requieren pruebas mas detalladas

(Versluys et al., 2012).

Otros puntos de control inmunoldgico que se estan explorando actualmente son el gen
de activacion de linfocitos 3 (LAG3, también conocido como CD223), 2B4 (también
conocido como CD244), atenuador de linfocitos B y T (BTLA, también conocido como
CD272), proteina de la membrana de células T3 (T/IM3, también conocido como
HAVcr2), receptor de adenosina A2a (A2aR) y la familia de receptores inhibidores
asesinos. Todas estas moléculas se han asociado con la inhibicion de la actividad de los
linfocitos y, en algunos casos, con la induccién de la anergia de los linfocitos (Drew M

Pardoll, 2012) ver figura 13.
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Figura 13. Mecanismos de control inmune: Existen multiples vias que cuando se suman pue-
den desencadenar el reconocimiento y la muerte inmune del tumor o la tolerancia inmunolé-
gicay la evasion. El sistema inmune se caracteriza por dos seiiales, una sefial inmunoestimu-
lante (CD40-0X40-CD137) que active los efectores Ty las células NK, mientras que inhibe los
Treg y una sefia inhibitoria (PD1-CTLA4-LGAL3). Rojo = sefiales cohinibitorias. Verde = sefia-
les coestimuladoras (Moy, Moskovitz y Ferris, 2017).

CD137 (TNFRS9) es un miembro de la familia del receptor del factor de necrosis
tumoral (TNF) cuya funcién es estimulante de las respuestas inmunitarias (Michel et al.,
1999). La actividad mejor caracterizada de CD137 es su actividad coestimuladora para
las células T activadas. La reticulacion de CD137 potencia la proliferacion de células T, la
secrecion de /L-2, la supervivencia y la actividad citolitica. Ademas de su capacidad de
coestimular a las células T, las sefiales vuelven a las células presentadoras de antigenos
promoviendo su activacién y diferenciacién (Zhao et al., 2009). Recientemente, CD137

ha sido propuesto como un objetivo terapéutico para mejorar y sostener la respuesta
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inmune contra varios tipos de cancer. los datos sugieren que el sistema CD137 /
CD137L que estas moléculas estimulantes podrian conferir una ventaja a los tumores
hematoldgicos en términos de supervivencia (Makkouk, Chester y Kohrt, 2016). CD137
es un nuevo marcador de diagndstico de tumores con resultados muy prometedores en

cancer (Anderson et al., 2012).

4.3. Células T reguladoras

Las Tregs son vitales para mantener el sistema inmune bajo control, lo que ayuda a
evitar patologias inmunes y expansion irrestricta de poblaciones de células T efectoras.
Tregs han sido el foco de una extensa investigacion en los ultimos afios, que han
revelado diversos roles para estas células en numerosas patologias, que incluyen
autoinmunidad, alergia, infeccion microbiana y cancer. Los defectos en la funcién de las
células Treg son un factor importante en el desarrollo de la autoinmunidad o en el
fracaso para controlar la inmunopatologia, mientras que la funcion de las células Treg
hiperactivas puede contribuir a la supresién de la inmunidad tumoral. En 1995, se
identificé un subconjunto de células T CD4+ que expresan constitutivamente altas
cantidades de la cadena o del receptor de /L2 (CD25), y que estaban altamente
enriquecidas en actividad supresora, y se denominaron células T reguladoras
(Sakaguchi et al., 1995). CD25 estaba destinado a ser utilizado como un marcador Treg
porque permitia su identificacién para el andlisis funcional después de su aislamiento
de animales no inmunes; sin embargo, pronto quedd claro que su utilidad era limitada

debido a que todas las células T activadas presentan una regulacion positiva de CD25.

La biologia de Tregs se entendid mejor después de la identificacion y el estudio de
mutaciones en el factor de transcripcidon codificado para el cromosoma X-FOXP3 en
ratones y en pacientes con IPEX (desregulacién inmune, poliendocrinopatia,
enteropatia, ligada a X). Los ratones y los seres humanos con una mutacion con pérdida
de funcion en el gen FOXP3 padecen un trastorno linfoproliferativo inmune fatal, de

inicio temprano, dependiente de células T. Curiosamente, la enfermedad solo afecta a
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los varones homocigdticos mutados, porque en las mujeres la inactivacion aleatoria del
cromosoma X garantiza que algunas células T expresen un alelo de FOXP3 de tipo
salvaje (Bennett et al., 2001). Después de este descubrimiento, diferentes laboratorios
evaluaron la expresion estable de FOXP3 en ratones CD25+ CD4+ Tregs, pero no en
células CD25- CD4+ virgenes o células T CD4+ inactivadas (Hori, Nomura y Sakaguchi,

2003).

Inicialmente, se pensd que las Tregs eran una entidad Unica que se originaba en el
timo, pero esta suposiciéon cambio con la revelacidon de que las células T CD4+ virgenes
pueden diferenciarse para convertirse en células T FOXP3+. Ahora se acepta que la
poblacion Treg comprende varios subconjuntos (figura 14), los derivados del timo (o
Tregs naturales) y los producidos en la periferia (Tregs inducidos). Curiosamente, la
sefalizacion de TGFB parece ser necesaria para la mayoria, si no para todos, de la

induccion de FOXP3 en células T CD4+ periféricas (Date et al., 2008).

Otro biomarcador ligado a los Treg es la IL-7 (CD127) es una citoquina necesaria tanto
para la proliferacién de células B como para la de células T, y la falta de /L-7 causa la
detencidn de las células inmunes. Curiosamente, en los ultimos afios, ciertos estudios
han sugerido firmemente que el papel de la IL-7 estd mas alld del campo de la
inmunologia, ya que podria tener un efecto directo o indirecto sobre el cadncer (Moines,
2017). Posibles efectos antitumorales de /L-7 presenta efectos antitumorales en
tumores como el glioma, melanoma, linfoma, leucemia, cdncer de prostata vy
glioblastoma. La administracién in vivo de /L-7 dio como resultado una disminucion del
crecimiento de células cancerosas en modelos murinos. Adicionalmente, el mismo
estudio demostrd que la accién del injerto contra el tumor fue promovido en modelos
animales, si el injerto es un injerto alogénico es la primera repleta de células T (Ye y
Agata, 2001). Esta informacién respalda el concepto que /L-7 tiene propiedades

antitumorales.
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Figura 14. Diferenciaciéon de Tregs timica e inducida. La mayoria de los Tregs timo de
FOXP3 + (Tregs) se diferencian de los timocitos FOXP3-CD4 +. El proceso de diferenciacion de
células Treg requiere una fuerte estimulacién del receptor de células T (TCR) por los comple-
jos de péptido-MHC propios presentados por células epiteliales timicas (TEC) o células den-
driticas (DC); Sefializacién de CD28 inducida por los ligandos CD80 y CD86 expresados en
células presentadoras de antigeno; y receptor de IL2 de alta afinidad, y otra sefializacion del
receptor de citoquinas y Foxp3+. Tregs también pueden inducirse a partir de células T CD4 +
periféricas (Tregs). En este caso, las condiciones que favorecen la induccién periférica de
FOXP3 incluyen: estimulacion crénica con antigeno de baja dosis en condiciones de toleran-
cia, coestimulacion subdptima y la presencia de la citoquina inmunomoduladora TGFp, que
desemperia un papel muy importante en este proceso. Ademds, IL2 y el dcido retinoico del
metabolito de la vitamina A (RA) facilitan la induccién de FOXP3 en células T CD4+ periféri-
cas. Reproducido por Josefowicz y Rudensky, 2009.

Definir los mecanismos de la funcién Treg es claramente de crucial importancia para
comprender su papel fundamental en el sistema inmune. Desde una perspectiva
funcional, los diversos mecanismos de supresidn potencial de las células Treg se
pueden agrupar en cuatro modos basicos de accidon (Vignali, 2008). 1) supresién
mediante la liberacion de citocinas inhibidoras tales como /L10, TGFB e [L35; 2)
induccion de citdlisis a través de la expresidon de las granzimas A y B, que puede matar
las células T respondedoras o APC; 3) supresion por disrupcion metabdlica producida
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por los altos niveles de expresion de /IL2R en células Treg que privan a los linfocitos T
efectores de /L2 e inhiben su proliferacion; 4) supresién dirigiendo las DC, a través de la
expresion de CTLA4 que se une a CD80 y / o CD86 en las DC, inhibiendo asi su
maduracién y funcion apropiada. Tregs también podria condicionar DC para expresar
IDO, que induce el catabolismo de triptéfano en metabolitos pro-apoptéticos, lo que
resulta en la supresion de células T efectoras. Finalmente, Tregs también puede
expresar LAG3 que se une a moléculas MHC de clase Il, suprimiendo la maduracion de

DC asi como su capacidad inmunoestimuladora.

Poco después de la publicacién de la existencia de Tregs CD4+ CD25(alto) en sangre
periférica de individuos sanos (Baecher-Allan etal., 2001), el grupo de Carl June
informd de la presencia de estas células en pacientes con neoplasias epiteliales, en
particular ovario y en cancer de pulmodn. Observando niveles elevados de Tregs: CD4+
CD25 (alto) en la circulacion y en los linfocitos infiltrantes de tumores. Tras la
identificacion de FOXP3 como un marcador Treg se demostrdé que Tregs: CD4+ CD25
(alto) FOXP3 (alto) estaban presentes en la sangre periférica, ascitis maligna, tejido
tumoral y ganglios linfaticos (GL) de drenaje de pacientes con cancer de ovario.
Propusieron que la acumulacién de estas células se debia a la presencia de la
quimioquina CCL22, que es secretada por células de cancer de ovario y TAM que se une
al CCR4 expresado en Tregs (Curiel et al., 2004). Se han descrito diferentes mecanismos
que impulsan la acumulacién de células Treg dentro de los tumores. En primer lugar, se
sugirid que las Tregs tienen una capacidad mejorada para infiltrarse en el tumor por
migracion de organos linfoides y no linfoides, mediadas por la accion coordinada de las
guimiocinas secretadas por el tumor y sus receptores afines expresados en las células T,
como CCL22/CCR4, CXCL12/CXCR4 y CCL5/CCR5 (Oleinika et al., 2013). Un segundo
mecanismo podria ser a través de la expansién de Tregs dentro del tumor debido a la
presencia de /L2 liberada por las células T efectoras (Oleinika et al., 2013). Un tercer
mecanismo es la conversiéon de novo de células T FOXP3 en Tregs debido a TGF8

derivado de células tumorales (Chen et al., 2003).
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La presencia de linfocitos FOXP3+ se ha asociado con un mal prondstico en cohortes de
pacientes afectados por diferentes tipos de tumores, incluyendo ovario (Hendry et al.,
2017), cancer de mama (Bates et al., 2006), cancer de pulmdn (Petersen et al., 2006),
hepatocelular (Gao et al.,, 2007), renal (Griffiths etal., 2007), pancreatico (Hiraoka
et al., 2006) y cancer gastrico (Perrone et al., 2008). De acuerdo con estos resultados,
se ha demostrado que la respuesta clinica a las quimioterapias a menudo se asocia con
una reduccion en las células T y el reclutamiento de células T CD8+ intratumorales en el
cancer de mama (Ladoire etal., 2008). Por el contrario, se ha informado que la
infiltracidon intratumoral de Treg en tumores de cancer de cabeza y cuello se
correlaciond con un mejor control locoregional y un buen prondstico (Bron et al.,
2013); esto ultimo también se observo en el carcinoma colorrectal (Salama et al., 2009)
y el cancer de vejiga (Winerdal etal., 2011). Varios factores podrian explicar estas
discrepancias: 1) el hecho de que aunque los Tregs pueden suprimir potencialmente la
inmunidad antitumoral y promover la progresion del cdncer, también tienen la
capacidad de atenuar la inflamacion reduciendo asi la progresion del cancer (Banerjee,
Vasanthakumar y Grigoriadis, 2013); 2) la heterogeneidad funcional exhibida por las
Treg intratumorales depende de los factores que liberan y sus marcadores de
activacion (Kryczek et al., 2011); 3) la acumulacidon de Tregs puede reflejar el nivel
general de infiltracion tumoral por las células inmunes, incluidas las células T efectoras;
4) los marcadores imperfectos usados para fenotipar células supresoras o diferencias
técnicas; y 5) el hecho de que los tumores tienen diferentes fenotipos, crecen en
diferentes organos y estan asociados con factores Unicos del huésped y por lo tanto,
tienen microambientes Unicos (Fridman et al., 2012). Dado que la contribucién relativa
de diferentes poblaciones de Treg en la inmunidad tumoral y en el bloqueo de la
inflamacién asociada a tumores todavia no esta clara, una cuestién clave que surge del
trabajo reciente es si las Tregs influyen directamente en el desarrollo y la progresion del
cancer o si simplemente son una caracteristica prondstica de malignidad (Banerjee,

Vasanthakumar y Grigoriadis, 2013).
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5. Sistema Inmune en el Cancer de Ovario

En el cancer de ovario seroso de alto grado nuevos analisis basados en los niveles de
expresion de marcadores génicos describieron cuatro subtipos diferentes,
mencionados previamente, denominados: |) diferenciado, 1l) inmunorreactivo, Ill)
mesenquimal y V) proliferativo (figura 9) que ademas de aportar importante
informacion sobre las bases de la tumorigénesis, también proporcionan informacién
pronéstica (Verhaak y Tamayo, 2013). A pesar de estos datos prometedores, en los
tumores ginecoldgicos y en concreto en el cancer de ovario son escasos los estudios
realizados en el campo del microambiente tumoral y de la inmuno-oncologia; por lo
gue es de sumo interés caracterizar e identificar la presencia de nuevos biomarcadores
vinculados al sistema inmune. Estos datos nos permitirdn conocer en mayor
profundidad el comportamiento de estos tumores, asi como el desarrollo de nuevas

dianas terapéuticas que disminuyan las elevadas tasas de mortalidad de esta neoplasia.

Las células T infiltrantes de tumor se han documentado en cancer de ovario avanzado;
la presencia de estas células esta asociada a un mejor resultado clinico en comparacion
a los que presentan ausencia de las mismas donde se asocian a mayores niveles de
factor de crecimiento endotelial vascular repercutiendo de esta manera en el

prondstico clinico (Zhang et al., 2003).

La presencia de CD8 y células NK en el tumor se ha visto vinculada a una mejor tasa de
supervivencia por lo que los convierten en biomarcadores prometedores para la

inmunoterapia en cancer de ovario avanzado seroso de alto grado (Webb et al., 2014).

Los linfocitos infiltrantes de tumor (TIL) tienen un impacto establecido en el pronéstico
del COSAG, sin embargo, su papel en el cdncer de ovario recurrente es en gran parte
desconocido. Mandy y colaboradores realizaron el primer estudio en el que se analizo
el desarrollo de la densidad de TIL y la expresion de MHC en COSAG primario y
recurrente, encontrando que CD3+, CD4+, CD8+ TIL y expresiéon de MHC1 y MHC2 han
mostrado correlaciones significativas entre los niveles tumorales primarios y
recurrentes. La respuesta inmune antitumoral en los tumores recurrentes fue
claramente dependiente del que esta en el tumor primario, datos que han contribuido
a la comprensién de la heterogeneidad del microambiente inmune en COSAG (Stanske
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y Wienert, 2018).

El sistema inmunitario juega un papel critico en la progresién y supervivencia global del
COSAG. Aun asi, no estan claras las diferencias en la respuesta inmune que estan
asociadas con diferentes patrones de diseminacién tumoral. En el estudio de Auer y
colaboradores el objetivo fue evaluar el papel del sistema inmune en la diseminacion
tumoral en miliar (diseminacidn extendida, lesiones de tamafo de mijo) y no-miliar
(implante de crecimiento exofitico mas grande). Para lograr esto analizaron
exhaustivamente los tejidos tumorales, la sangre y la ascitis de 41 pacientes mediante
inmunofluorescencia, citometria de flujo, secuenciacion de ARN, inmunoensayos
multiplexados e inmunohistoquimica. Los resultados mostraron que los marcadores de
inflamacion fueron sistematicamente mas altos en la miliar. Por el contrario, en la no
miliar se encontré en la ascitis que los linfocitos, infiltracion de monocitos /
macrofagos, los niveles de expresion de PD-1 en los linfocitos T citotdxicos asociados a
tumores y la expresién de PD-L1 en las células tumorales fue mayor. Ademas, en la
ascitis de pacientes miliares, estaban presentes mas células tumorales epiteliales en
comparaciéon con las no miliares, posiblemente debido a la regulacion negativa activa
de las respuestas antitumorales por las células B y las células T reguladoras.
Resumiendo, prevalecid la respuesta inmune adaptativa en pacientes con diseminacién
no miliar cuyas respuestas fueron contrarrestadas por factores y células
inmunosupresoras, mientras que en pacientes con diseminacion miliar se evidencid

una mayor participacion del sistema inmune innato (Auer et al., 2016).

En conjunto, los datos obtenidos hasta ahora indican que los biomarcadores
relacionados con el sistema inmune, y mas especificamente aquellos involucrados en la
inmunoregulacion, pueden ser utiles en el desarrollo de biomarcadores prondsticos y
predictivos en COSAG. Por lo tanto, es importante continuar la buisqueda, el estudio y la
validacién de nuevos biomarcadores de inmunoregulacién utilizando técnicas factibles
como RTqPCR, ya que estos biomarcadores pueden convertirse en Utiles herramientas

clinicas oncoldgicas.
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OBIJETIVOS

La presente tesis doctoral consiste en la busqueda e identificacion de biomarcadores
implicados en la inmunoregulacion en muestras de pacientes con cancer de ovario se-
roso de alto grado en diferentes estadios de la enfermedad y la correlacidn existente

entre los marcadores analizados con las variables clinicopatoldgicas

OBJETIVOS:

1. Determinar, en una cohorte retrospectiva de muestras de cancer de ovario seroso de
alto grado incluidas en parafina, la expresion mediante técnicas de PCR a tiempo real
de genes asociados a la presencia de infiltrados inflamatorios (CD4, CD8), poblaciéon
Treg (TGFB1, CTLA-4, IL-10, FOXP3, CD25, CD127, CXCR4, IDO) y mediadores involucra-
dos en el control de los checkpoints inmunoldgicos (como: PD-1, PDL-1, PDL-2 ; OX40,

OX40L; ICOS, ICOS-L; galectina 9; CD137, CD137L).

2. Analizar mediante técnicas histopatoldgicas la presencia de infiltrados inflamatorios
y subpoblaciones de células T analizando su localizacion y frecuencia dentro del micro-

ambiente tumoral.

3. Correlacionar las variables analizadas con las variables clinicopatoldgicas de la en-

fermedad: edad, estadio, histologia, tipo de cirugia, tamafio tumoral, metastasis.

4. Validar los hallazgos obtenidos en el estudio retrospectivo en una segunda cohorte
de muestras recogidas de manera prospectiva en pacientes con cancer de ovario seroso

de alto grado.
5. Valorar el posible papel como biomarcadores de las variables analizadas en el estu-
dio (de manera individual o en combinaciones) que nos permitan distinguir subgrupos

de pacientes con diferente prondstico.

6. Integrar todos los resultados obtenidos y analizar de la aplicabilidad clinica de los

biomarcadores mas significativos en el cancer de ovario seroso de alto grado.
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1. Pacientes y Muestras

1.1 Pacientes

En este estudio se emplearon dos cohortes independientes de pacientes, una cohorte
retrospectiva conformada por 50 pacientes con diagnostico histolégico de cancer de
ovario seroso papilar de alto grado procedentes del Hospital General Universitario de
Valencia entre los afios 2004 y 2015 los criterios de seleccion seguidos fueron pacientes
con diagnostico histolégico de cancer de ovario seroso papilar de alto grado estadios I-
IV segun la clasificacion de la FIGO. Asi mismo se incluyd una cohorte prospectiva
conformada por 20 pacientes con diagndstico de cancer de ovario seroso papilar de
alto grado también provenientes del Servicio de Ginecologia del Hospital General de
Valencia en el afio 2016-2017 con los mismos criterios de inclusion de la cohorte
retrospectiva. En todos los casos, fue el patdlogo el responsable de la recepcién de las
muestras y selecciéon de la muestra empleada con fines de investigacion. Todas las
pacientes aceptaron participar voluntariamente en este estudio firmando el
correspondiente consentimiento informado. El estudio se llevd a cabo siguiendo lo
establecido en la Declaracién de Helsinki y fue aprobado por el Comité Etico del

Hospital General Universitario de Valencia.

1.2 Muestras

Las muestras de tejido de cancer de ovario seroso de alto grado de la cohorte
retrospectiva consistieron en tejidos incluidos en parafina (procedente de los
excedentes del diagndstico que estan disponibles en el banco de tumores del Servicio
de Anatomia Patoldgica procedentes del Hospital General Universitario de Valencia y la
obtencién de las muestras de tejido de ovario de la cohorte prospectiva tuvo lugar
inmediatamente después de la reseccion quirdrgica de los pacientes, donde un
patdlogo experto selecciond dos muestras para realizar los andlisis moleculares: una
correspondiente al tejido tumoral y otra al tejido normal adyacente lo mas alejada

posible de la localizacion del tumor. Ambas muestras se preservaron en RNAlater®
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(Applied Biosystems) para evitar la degradacion del ARN y se conservaron a -802 C

hasta su uso.

2. Andalisis de los patrones de infiltracion tumoral

2.1 Grado de infiltracion

Los infiltrados linfocitarios fueron analizados en las muestras incluidas en parafina a
partir de la tincidon de hematoxilina y eosina del diagndstico histopatologico. En primer
lugar, se realiza una confirmacion del drea seleccionada de las muestras tumorales en la
cohorte retrospectiva. Para la evaluacién de los patrones de infiltracion tumoral el
doctorando evaludé las preparaciones y de manera independiente un experto en
anatomia patoldgica del Hospital General de Valencia también realizo las valoraciones.
Para la evaluacion de estas se procedid a detallarse las mismas visualizadas en un
microscopio con una 6éptica de visualizaciéon de 10x, 20x, 40x tomando las siguientes
formulas para las mismas: el tejido tumoral se dividid en cuatro cuadrantes y en base a
este se tomaron las siguientes medidas (figura 15):

1. Leve: representado por solo el 10% de infiltracién linfocitaria ocupando solo el 50%
de un cuadrante del tumor

2. Moderado: representado entre el 10-33% y se basa en la infiltracion que ocupa todo
el cuadrante tumoral.

3. Severo: representa +33% y esté dado por la infiltracion mayor a un cuadrante
tumoral.

Todas las ldminas fueron visualizadas por dos observadores al mismo tiempo con

microscopio multicabezal.
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Figura 15. Porcentaje de infiltracion linfocitaria
el 10% representa la infiltracion leve, 10-33%
moderada y +33% severa.

2.2 Patron de infiltracion

Asi mismo se procedié a valorar cuantitativamente la infiltracién inflamatoria
linfocitaria tumoral, teniendo en cuenta la distribucién y localizacidon especificas. En
primer lugar, para determinar la distribucién de la celularidad inflamatoria se tuvieron
en cuenta dos tipos de patrones fundamentales de distribucion: patréon focal y el
patron difuso. El patron focal, descrito como aquel infiltrado linfocitario cuyos
elementos celulares, los linfocitos, se concentran en un foco determinado de la
muestra o tejido. Por el contrario, el patrén difuso, se caracteriza por estar constituido
por una poblacidn celular dispersa por todo el tejido, donde las células se hallan
distanciadas entre ellas y las cuales no llegan a confluir en ningln punto en concreto

del area sometida a estudio (figura 16)

> DIFUSO

Figura 16. Patrdn de Infiltracion Focal y Difuso
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2.3 Localizacion de la infiltracion

Por otro lado, se llevd a cabo la descripcion de la localizacion del infiltrado siendo
peritumoral o intratumoral, en funcidn de si las células inflamatorias rodeaban el
estroma tumoral, o, por el contrario, se encontraban en el seno del carcinoma (figura

17).

PERITUMORAL

Figura 17. Localizacion de la Infiltracion Peritumoral e Intratumoral

3. Técnicas de Biologia Molecular

3.1 Obtencion de muestras y aislamiento de ARN en la cohorte
retrospectiva.

La serie retrospectiva esta formada por 50 muestras incluidas en parafina de cancer de
ovario seroso de alto grado (procedente de los excedentes del diagndstico que estdn
disponibles en el banco de tumores del Servicio de Anatomia Patoldgica). Para la
extraccion del RNA se utilizé el Kit de All Total Nucleic Acid Isolation casa comercial

Ambion by Life Technologies.

Se utilizaron 4 cortes de parafina de 20 mm con un minimo de tejido tumoral del 80% y

a continuacion se procedié a la

v Desparafinacién: se afiade 1ml de xileno a cada muestra y se calienta 3 min a

50 2C para fundir la parafina, seguidamente se procede a retirar el xileno y
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realizar 2 lavados con etanol 75% para eliminar los restos del xileno del tejido y

seguidamente, se deja evaporar el EtOH.

v’ Digestidon de Proteasa: para este proceso se afiadié el buffer de digestion 200ml

y 4 ul de proteasa por muestra y se incuba 4 horas a 50 2C y 15 min a 80 2C.

v" Aislamiento de Acidos nucleicos: se procede a la elusién de la muestra y para

ello se prepara la master mix con las siguientes concentraciones (tabla 3):

Tabla 3. Concentraciones mdster mix para el aislamiento de dcidos nucleicos

Isolation additive 240 pl
Etanol al 100% 550 pl
Total 790 pl

Posteriormente se pasa por el sistema de columna y se centrifuga descartandose el

volumen residual. Se procedié a lavados con Wash 1 y Wash 2/3 y asi continuamos al

siguiente paso

v Digestidon con DNasa y Purificacion final: para este paso se precede a preparar

la DNasa mix (tabla 4):

Tabla 4. Concentraciones para digestion con DNasa

Cantidad de reaccion Componente
6 ul 10x DNasa buffer
4 ul DNasa
50 ul Agua libre de nucleasas

Se afiadid 60 pl de DNasa mix en cada muestra dejando encubar 30 minutos a
temperatura ambiente. Se procede a los lavados con Wash 1 y Wash 2/3. Finalmente se

realiza la elusion con 60 pl de agua libre de nucleasas calentada a 502C.
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3.2 Obtencion de muestras y aislamiento de ARN en la cohorte
prospectiva

Para la extraccion de las muestras de tejido de ovario tumoral y sano adyacente
almacenadas con RNAlater®, se procedid a utilizar TriReagent® (Life Technologies), que
combina tiocianato de guanidinio y fenol en una solucion monofasica para la rapida
inhibicién de la actividad RNasa. En primer lugar, se disecciona una alicuota de 10-20
mg representativa del tejido con la ayuda de un bisturi estéril y se vuelve a congelar el
tejido restante para estudios posteriores. El tejido diseccionado se transfiere a un tubo
estéril y se anade 1 ml de TriReagent® y se homogeniza en un agitador de alta
velocidad, Tissuelyser® (Qiagen) a 252C durante 5 minutos. A continuacidn, se afiade
cloroformo (en una proporcion 1:5, que ayudard a solubilizar la fraccion lipidica del
tejido) tras 5 minutos de incubacién a 252C en agitacion se realiza una centrifugacion
(12000 g, 15 minutos, 42C) para separar las diferentes fases: la fase superior acuosa e
incolora que contiene el ARN, la interfase y la fase organica roja contienen el ADN vy la

fraccion proteica respectivamente.

Se transfiere a un nuevo tubo la fase superior que contiene el ARN, preservandose la
fase organica (que contiene ADN y proteinas) en 300 pl de etanol absoluto a -209C para
su posterior extraccion. Para aislar el ARN presente en la fase acuosa superior se lleva a
cabo una precipitacion con isopropanol (relacién isopropanol-TriReagent 1:2), seguida
de un paso de centrifugacién (12000 g, 10 minutos, a 49C), es descartado el
sobrenadante y el pellet que contiene el ARN es lavado 2 veces con etanol 75%. Tras
lavar el pellet, con un posterior secado para eliminar totalmente cualquier resto de
etanol. Finalmente, se resuspende en 50 ul de H,O libre de RNasa y se incuba a 552C
durante 5 minutos para lograr la resuspension del ARN y para finalizar se aplica 0,1ml

de DNAsa para eliminar los restos de DNA.
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3.3 Cuantificacion del ARN extraido en ambas cohortes.

Para la cuantificacion y estimacion de la calidad del ARN extraido utilizamos la
determinacién por nanoespectrofotometria de las absorbancias de las muestras. Para
ello, se determinaron las absorbancias a 260, 280 y 230 nm con el equipo NanoDrop
2000® (Thermo Scientific). Este espectrofotometro es capaz de realizar medidas
precisas con cantidades de muestra muy pequenas, del orden de 0,5 pl. Para estimar la
concentracion de ARN se utilizan las medidas de absorbancia a 260 nm. A la vez, el
equipo proporciona informaciéon sobre la pureza del ARN, mediante las ratios de
absorbancia a 260/280nm y 260/ 230 nm que deben oscilar entre 1,65 -2y 2 — 2,2,

respectivamente para considerar una muestra como pura.

3.4 Transcripcion Reversa.

A partir del ARN extraido de las muestras de ambas cohortes se realizé la reaccion de
Retotranscripcion (RT) para la sintesis del ADN complementario de cadena simple
(ADNC). La reaccion se llevd a cabo a partir de 1 ug de ARN total para un volumen final
de reaccién de 20 pl, utilizando el kit comercial High Capacity cDNA Reverse Transcrip-
tion Kit ® (Applied Biosystems) que usa hexameros al azar y empleando un Termocicla-
dor Mastercycler (Eppendorf), segln las instrucciones del fabricante. Las condiciones
para el termociclador se detallan en la tabla 5. Terminada la RT, las muestras de ADNc

se congelaron inmediatamente a -209C hasta su utilizacién.

Tabla 5. Programa de tiempos y temperaturas utilizados por la transcripcion reversa

Pasos Duracion Temperatura
1 10 minutos 25¢eC
2 horas 37 ¢C

5 segundos 85 2C

3.5 PCR Cuantitativa a tiempo real (RTqPCR).

La cuantificacion de los transcritos de los genes problema se llevd a cabo mediante la

reaccion de PCR cuantitativa en tiempo real (RTgPCR) usando sondas de hidrdlisis es-
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pecificas marcadas con el fluorocromo 6-carboxifluoresceina (FAM). En la figura 18 se
muestra el mecanismo de fluorescencia usado por este tipo de sondas. En nuestro es-
tudio, para la deteccion de fluorescencia, se emplearon sistemas de fluorescencia Ta-

gman® MGB (Applied Biosystems) que permite el disefio de sondas de menor tamaiio.
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Figura 18. Mecanismo de fluorescencia de las sondas de hidrdlisis pasos de la reaccion de gPCR
con ensayos TaqgMan® A) Polimerizacion. B) Desplazamiento de la hebra C) segmentacion D)
Polimerizacion completa (figura reproducida por Life Technologies).

Después de un numero determinado de ciclos de amplificacion, la sefal de
fluorescencia producida superara a la sefial de ruido de fondo (o linea base)
correspondiente a la sefial atribuible al conjunto de moléculas de sonda que presentan
el fluoréforo unido a la molécula Quencher. De tal manera que al nimero de ciclos a la
gue esta sefal es significativa se conoce como ciclo Threshold (Ct). El Threshold se
corresponde con el umbral que se escoge de manera arbitraria para discriminar las
senales reales de la variabilidad de la linea base. De manera que una sefial de
fluorescencia superior al umbral establecido serd considerada como una senal real

(figura 19).
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Figura 19. Esquema de amplificacion de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa a
tiempo real. RT-qPCR figura reproducida por Taron et al.2014.

El valor Ct es el que se empleara para determinar la cantidad relativa de cada gen, ya
gue el valor Ct esta relacionado con la cantidad de moléculas diana presentes en cada
muestra. La presencia de mayor cantidad de ADNc molde al inicio de la reaccion se
asocia a un menor valor Ct ya que son necesarios un menor numero de ciclos de PCR
para que la sefial de fluorescencia supere el Threshold. El valor Ct se alcanza en la fase
exponencial de amplificacion. Cuando los componentes de la reaccion sean limitantes,
no se generard producto de amplificacion exponencialmente y se alcanza la fase de
plateau. En este sentido, el valor Ct proporciona una medida mas fiable y reproducible
gue una medicion del producto acumulado al final de la reaccién, ya que durante la

fase exponencial no se presenta ningun factor limitante.

En este estudio la RTgPCR ha sido la técnica de eleccién para evaluar la expresién
diferencial de varios genes ya que permite la amplificacion y cuantificacion del ADNc de
los mismos en la muestra empleando como medida el valor Ct, que dota de fiabilidad y
reproducibilidad a los datos. Ademas, esta técnica consigue minimizar tanto el riesgo
de falsos negativos, por su fiabilidad, asi como el riesgo de falsos positivos ya que,

trabajando en condiciones adecuadas, las probabilidades de contaminacion son bajas.
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Se analizaron la expresidon de 20 genes diana resumidos en la tabla 7 utilizando sondas
de hidrdlisis predisefiadas TagMan Gene Expression Assay (Life Technologies). Como
controles enddgenos se emplearon los genes de referencia ACTB, HPDR1, CDKN1B,
GUSB, PPIA (tabla 6). Esta combinacién de genes de referencia se eligié en funcién del
resultado obtenido después de analizar aproximadamente un 30% de las muestras

mediante el software GeNorm.

En la normalizacién posterior, realizada mediante el método Pfaffl (Pfaffl, 2001), el
factor de normalizacion para tejido normal y para tejido tumoral se calculd a partir de

la media geométrica de los cinco genes de referencia.

Tabla 6. Genes de referencia utilizados como controles enddgenos

GEN AMPLICON (pb)
ACTB 63
HPDR1 72
CDKN1B 71
GUSB 71
PPIA 68

Tabla 7. Sondas Tagman Gene Expression Assay utilizadas en el estudio

Gen Nombre Amplicon (pb) Hs
CD25 interleukin 2 receptor, alpha 67 Hs00166229 _m1
CD274 CD274 molecule 89 Hs01125301_m1
CD4 CD4 molecule 60 Hs00181217 m1
CD8A CD8 58 Hs00233520_m1
CTLA4 cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 93 Hs00175480 _m1
CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4 78 Hs00237052_m1
FoxP3 forkhead box P3 64 Hs00203958 m1
IDO-1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1 66 Hs00984148 m1l
IL10 interleukin 10 74 Hs00961622 m1l
IL7R interleukin 7 receptor 68 Hs00233682_m1
PDCD1 programmed cell death 1 89 Hs00169472_m1
PDCD1LG2 programmed cell death 1 ligand 2 61 Hs00998133_m1
TNFRSF4 Tumor necrosis factor receptor superfamily, 93 Hs01057777_m1

member 4
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Gen Nombre Amplicon (pb) Hs

TNFSF4 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 72 Hs00533968_m1
member 4

ICOS inducible T-cell co-stimulator 71 Hs00182411 _m1

ICOSLG inducible T-cell co-stimulator ligand 59 Hs04261471 _m1

LGALS9 lectin, galactoside-binding, soluble, 9 82 Hs00323621_m1l

TNFRSF9 tumor necrosis factor receptor superfamily, 67 Hs00371321 m1
member 9

TNFSF9 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, 73 Hs00155512 m1
member 9

Previamente a analizar la expresion de los 20 genes estudiados en las muestras de
tejido tumoral para la cohorte retrospectiva y de tejido tumoral y sano adyacente de la
cohorte prospectiva de pacientes, se calcularon las eficiencias de estos genes. La
eficiencia de un gen es la capacidad de la reaccion de duplicar el nUmero de copias de
ADNCc en cada ciclo de reaccion (Bustin y Nolan, 2004). Para calcular la eficiencia de
cada gen, se realizaron 5 diluciones seriadas de una muestra de ADNc de referencia
(Human Reference cDNA, Clonetech) y se llevé a cabo la amplificacién de cada gen
mediante RT-gPCR. Ademas, en todos los casos se incluyd un control negativo (NTC).
Con los valores de Ct de estas diluciones se construye una curva, de la cual se debe
obtener la pendiente. Aplicando la siguiente relacién, E = (10-1/pendiente), obtuvimos
directamente el valor de la eficiencia de amplificacién para cada gen analizado.

Todas las reacciones de RTqPCR del estudio se llevaron a cabo en placas de 384
pocillos, con un volumen final de reaccién de 5 ul por pocillo (4 ul de Master Mix (tabla

8) y 1 ul de muestra) (tabla 8).

Tabla 8. Componentes de la Mdster Mix para la amplificacion de la RT-gPCR por cada caso a

analizar.
Reactivo Volumen
(1)
TagMan Gene Expression Master Mix (2X) ®(Life Technologies) 2,5
TagMan Gene Expression Assay (Life Technologies) 0,25
Agua libre de RNasas 1,25

El reactivo TagMan Gene Expression Master Mix (2X) (Life Technologies) contiene la

enzima AmpliTag Gold DNA® polimerasa, dNTPs, buffer y AmpErase UNG®, una enzima

57



MATERIALES Y METODOS

uracil N- glicosilasa que evita la reamplificacion de productos previamente
amplificados. Una vez calculadas las eficiencias de los genes, se procedio a analizar la
expresion de estos en las muestras de ambas cohortes de las 70 pacientes
diagnosticadas con cancer de ovario seroso de alto grado (50 cohorte retrospectiva y
20 cohorte prospectiva).

En las reacciones de amplificacidn se incluyeron diferentes controles: control negativo
procedente de la reaccion de Retotranscripcién, NTC (No Template Control) con el
objetivo descartar cualquier tipo de contaminacidon, y como controles positivos se

emplearon: ADNc humano de referencia (Human reference cDNA, Clonetech).

Cada reaccion se realizd por duplicado en placas de 384 pocillos con un volumen
final de 5 pl, de los cuales, 2,5 pl de TagMan Gen Expression Mdster Mix Il, no UNG
(Applied Biosystems), 1,25 pl de agua libre de nucleasas, 0,25 ul de TagMan MicroRNA
Assay (Applied Biosystems), y 1 ul de ADNc. En cada PCR se incluyeron controles
negativos. Las reacciones se llevaron a cabo en el equipo LightCycler® 480 System

(Roche, Basilea, Suiza) siguiendo las condiciones que se describen en la tabla 9.

Tabla 9. Programa de ciclos empleados para la RTqPCR

Fase Duracion Temperatura
Pre-PCR AmpErase UNG 2 minutos 502eC
Hot Start 10 minutos 95eC
PCR Desnaturalizacion 15 segundos 952C
(40 ciclos) Unién/Extension 1 minuto 60°C

4. Calculo de eficiencias de los genes analizados.

Se calcularon las eficiencias de los genes estudiados ya que para la aplicacion del
método de normalizacion Pfaffl (Pfaffl, 2001) se requiere que el gen tenga un valor de
eficiencia aproximadamente de 2. A partir de los valores Ct obtenidos después de la
reaccion de amplificacidn, se calcularon las rectas de regresién para cada uno de los

genes analizados.
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Para obtener dicha ratio, en primer lugar, se calcula el factor de normalizacion, para
tejido sano y tumoral, a partir del promedio del valor Ct de los controles enddgenos. El
factor de normalizacién de tejido sano y tumoral para cada muestra serd la media
geométrica de los promedios del valor Ct de ACTB, HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA
(Vandesompele et al., 2002). Esta normalizacién es necesaria ya que si la expresién de
los controles enddgenos varia es indicativo de variaciones en la cantidad de ARN total
empleada en la sintesis de ADNc y no a cambios en la expresion. El factor de
normalizacién, tanto para tejido sano como tumoral, se usard como la expresion génica

de referencia a la hora de calcular la diferencia relativa de la expresion génica.

5. Cuantificacion relativa de la expresion génica.

Para la cuantificaciéon de la expresion génica relativa se usé el método matematico
desarrollado por Michael W. Pfaffl (Pfaffl, 2001). Este método se basa en la
cuantificacion relativa de la expresion del gen problema en tejido tumoral respecto a su
expresion en tejido normal esto para el caso de la cohorte prospectiva donde
contabamos con tejido normal adyacente y en el caso de la cohorte retrospectiva
donde no se cuenta con tejido normal se basé en la cuantificacién relativa de Ia
expresion del gen problema en tejido tumoral con respecto al cDNA de referencia. Este
analisis de la expresidn génica por RT-qPCR se basa en una cuantificacién relativa
comparando la expresidon del gen diana en las muestras respecto a la expresion de los
controles enddgenos (ACTB, HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA) seleccionados debido a que
son los que presentan expresion mds estable en las muestras analizadas. El modelo
matematico empleado para la cuantificacion relativa de la expresién génica es el
propuesto por W. Pfaffl (Pfaffl, 2001), que permite estimar la cantidad relativa de un

gen determinado basandose en la siguiente ecuacion (Ecuacion 1) :

ACP,__ (control—sample)

] target
larget

ACP_control —sample)
(Eret'j "

Ecuacion 1. Formula de Pfaffl para el cdlculo de la ratio de expresion génica relativa. Target: Gen
analizado; ref: gen enddgeno; E: eficiencia del gen; Cp: ciclo de corte; ACp: diferencia de
expresion entre el tejido normal y tumoral.

ratio =
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6. Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos se realizaron empleando el programa estadistico SPSS 15.0. El
principal objetivo del analisis estadistico es determinar la influencia de la expresién
génica en el tiempo libre de progresién (TLP), supervivencia global (SG), asi como esta-
blecer una relacion entre los niveles de expresidon génica relativa con las variables clini-
co-patoldgicas de los pacientes. Para ello, se han analizado la edad, los antecedentes
patoldgicos, el estadio, el tipo de cirugia, la intencidn del tratamiento y el habito taba-

guico como las variables clinico-patoldgicas mas relevantes en la poblacion.

Previamente a realizar los analisis estadisticos, se revisaron los datos de expresion in-
troducidos en la base de datos y se cribaron aquellos valores anémalos. Cabe mencio-
nar que el nivel de expresidn de algunos de los genes estudiados en ciertas muestras
se encontraba por debajo del limite de deteccion del equipo, por lo que fue imposible
conseguir un valor medible en estos casos. En estas muestras se considerd el valor de
Ct maximo (correspondiente a la minima expresion detectable) para el gen vy se calculd

la ratio de expresidn génica relativa como se ha descrito previamente.

Para determinar la distribucion de los datos de las variables a estudio, se realizé un
analisis de normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov puesto que el ta-
mafio muestral es mayor de 50 casos. La significacion (p < 0,05) de la prueba de Kol-
mogorov-Smirnov reveld que las variables no siguen una distribucién normal. Por con-
siguiente, los analisis estadisticos realizados pertenecen a la estadistica no paramétri-
ca.

La dicotomizacion de variables se realizé en los andlisis estadisticos que asi lo reque-
rian, tomando la mediana como valor de corte en el caso de variables continuas. En
primer lugar, se realizé un analisis descriptivo de la cohorte y de la expresion de los
genes estudiados. Se considerd arbitrariamente qué valores de mediana de expresion
génica relativa mayores a 1,5 o menores a 0,5, indicaban mayor o menor expresion

respectivamente, en tejido tumoral respecto a tejido sano. Se tomé la mediana como
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medida comparativa ya que se ve afectada en menor medida que la media por la va-

riabilidad de los datos y aporta mayor robustez al analisis estadistico.

Para analizar las asociaciones entre los niveles de expresion génica relativa y las princi-
pales variables clinicopatoldgicas, se emplearon las pruebas no paramétricas de Mann-
Whitney para la comparacion de dos grupos independientes y la de Kruskall Wallis pa-

ra la comparacion de mas de dos grupos independientes de muestras.

Las tablas de contingencia (estadistico x?) se utilizaron para determinar la correlacion
(dependencia o independencia) entre dos variables cualitativas nominales. Para esta-
blecer la correlacion entre dos variables en el mismo caso, o paciente, se llevé a cabo

la prueba de Wilcoxon perteneciente a la estadistica no paramétrica.

Por ultimo, se realizaron los analisis de supervivencia teniendo en cuenta el tiempo
libre de progresion (TLP) y la supervivencia global (SG). El tiempo libre de progresién
(TLP) se conoce como el periodo comprendido entre la fecha del diagndstico, en este
caso, cirugia, y la fecha en la que se observa recaida de la enfermedad (local o a dis-
tancia). La supervivencia global (SG) abarca el periodo comprendido entre la fecha de
cirugia y la fecha de éxitus. En los pacientes que no habian recidivado ni fallecido, se
tomd como la fecha del dltimo seguimiento como fecha final. Para ello, se determind
el valor prondstico de cada uno de los genes estudiados, asi como de las principales
variables clinicopatoldgicas, mediante el analisis univariante de regresion de Cox, y se
representaron las curvas de supervivencia mediante el analisis Kaplan-Meier (estadisti-
co de contraste Log-rango). Finalmente, se realizd un andlisis multivariante de regre-
siéon de Cox con todas aquellas variables que habian resultado significativas previamen-
te para determinar si se podian establecer como biomarcadores prondstico-
independientes.

En todos los anadlisis estadisticos realizados se considerd un nivel de significacion esta-
distica correspondiente a un p-valor < 0,05, a partir del cual se rechaza la hipdtesis de

partida y se acepta la hipotesis alternativa.
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Capitulo L.
1. Caracteristicas Clinicopatoldgicas de la Cohorte

Retrospectiva

1.1 Caracteristicas de la Cohorte Retrospectiva

La cohorte retrospectiva esta compuesta por 50 pacientes, provenientes de cirugias de
cancer de ovario realizadas en el Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
entre los afios 2004-2015; en la tabla 10 se muestran las principales caracteristicas
clinicopatoldgicas de la cohorte. La mediana de edad de las pacientes fue de 65 afios,
62% entre 31-65 afios, seguido del 38% igual o mayores de 65 afios. Un numero
reducido de pacientes presentaban antecedentes oncoldgicos, Unicamente el 2%
presentaron antecedentes de cancer de mama en familiares de primera linea y 6%
antecedentes de cancer de ovario en familiares de primera linea. El 78% de los casos
intervenidos quirdrgicamente fueron estadios Il y IV segun el sistema de estadificacidon
de la Federacidn Internacional de Ginecologia y Obstetricia FIGO, siendo los estadios en
los que con mas frecuencia se diagndstica este tipo de tumores. (15% estadio |, 7%
estadio 1l, 55% estadio Ill y 23% estadio IV). En cuanto a hdbitos tdxicos como el

tabaquismo, el 58% de las pacientes eran fumadoras.

En relacidn con la técnica quirudrgica, se plantearon 2 variables (cirugia éptima y cirugia
subodptima), la cirugia Optima (enfermedad no macroscépicamente visible)
representaba el 40%, siendo cirugia subodptima (enfermedad macroscopicamente
visible) un 54% y finalmente un 6% no pudo recibir cirugia por distintas causas, en las

gue se destacan pelvis congeladas y comorbilidades de alto riesgo quirurgico.

Respecto al abordaje oncoldgico, un 68% de las pacientes recibieron terapia adyuvante
y el 22% neoadyuvante. Asi mismo, tan solo el 10% no recibioé tratamiento por distintas
causas, entre las que se destacaron las comorbilidades asociadas que contraindicaban

el tratamiento actual.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicopatoldgicas de la cohorte retrospectiva

CARACTERISTICAS N: 50 %
EDAD
Mediana 65 [31-87]
<65 31 62%
>65 19 38%
ANTECEDENTE ONCOLOGICO
Cancer de mama 1 2%
Cancer de ovario 3 6%
No 46 92%
ESTADIOS
I-11 11 22%
i-1v 39 78%

HABITO TABAQUICO

Si 29 58%

No 21 42%
CIRUGIA

Optima 20 40%

Subdptima 27 54%

No 3 6%

TRATAMIENTO

Adyuvante 34 68%
Neoadyuvante 11 22%
Sin tratamiento 5 10%

2. Caracteristicas de la infiltracién linfocitaria

2.1 Caracteristicas de la infiltracion en la cohorte retrospectiva

Debido a la importancia que presenta el infiltrado linfocitario se procedié a caracterizar
las diferentes muestras en base al patrén, grado y localizacion linfocitaria como queda

plasmado en la tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas de la infiltracion cohorte retrospectiva

CARACTERISTICAS N:50 %
INFILTRACION
Si 50 100%
No 0 0%

LOCALIZACION DE LA INFILTRACION

Peritumoral 13 26%
Intratumoral 17 33%
Peri-intratumoral 20 41%

PATRON DE INFILTRACION
Focal 14 28%
Difuso 36 72%

GRADO DE INFILTRACION

Débil <10% 11 22%
Intermedio 10-33% 17 34%
Fuerte >33% 22 44%

CUERPOS DE PSAMOMA
Si 35 70,37%

No 15 29,62%

Para la caracterizacion del infiltrado linfocitario se seleccionaron solo las laminas de
hematoxilina y eosina de cada muestra tumoral con infiltracion linfocitaria. Asi mismo,
se procedio a describir las caracteristicas de cada muestra observandose que el patrén
de localizacion predominante fue el peri-intratumoral (figura 20) representado por el
41%, seguido del intratumoral (figura 21) en un 33% vy la localizacién peritumoral

(figura 22,23,24) en un 26%.
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Figura 20. Patrdn de in infiltracion peri-intratumoral la hematoxilina tifie los nucleos de las
células linfocitarias en azul a pdrpura y la eosina colorea otros elementos celulares en los
tejidos en una tonalidad del rosa al rojo (40x).

Figura 21. Patrdn de infiltracidn linfocitaria intratumoral la hematoxilina tifie los nucleos de las
células linfocitarias en azul a purpura y la eosina colorea otros elementos celulares en los
tejidos en una tonalidad del rosa al rojo (20x).

En cuanto a la valoracién cuantitativa de la infiltracidn inflamatoria, el patréon focal,
descrito como la infiltracion de linfocitos que se concentran en un foco determinado de
la muestra o tejido fue del 28%; mientras que el patrén difuso, caracterizado por una
poblacion linfocitaria dispersa por todo el tejido, donde las células se hallan
distanciadas entre ellas y las cuales no llegan a confluir en ningln punto en concreto

del drea sometida a estudio represento el 72% (figura 25).
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Figura 22. Grado de débil de infiltracion linfocitaria Peritumoral. La figura representa un
patrén de infiltracion de localizacion peritumoral con un grado de infiltracion linfocitaria leve
20X HE.

Figura 23. Grado intermedio de infiltracion linfocitaria Peritumoral. La figura representa un
patrén de infiltracion de localizacion peritumoral con un grado de infiltracion linfocitaria
moderado 20X HE.

Figura 24. Grado severo de infiltracion linfocitaria Peritumoral. La figura representa un patron
de infiltracion de localizacion peritumoral con un grado de infiltracion linfocitaria fuerte 40X HE.
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Figura 25. Representacion del patrén de infiltracion linfocitaria. a) patron difuso b) patrén
focal, 20x.

El grado de infiltracion mayormente observado fue el grado de infiltracién severo
(figura 24) en un 44%, seguido del grado intermedio (figura 23) (34%) y del débil (figura
22) (22%). En las figuras 22, 23, 24 se muestra una seccién de tumor de ovario
observada en un microscopio 6ptico con una lente de 20-40x aumentos, en donde la
hematoxilina tifie los nucleos de las células linfocitarias en azul a purpura y la eosina

colorea otros elementos celulares en los tejidos en una tonalidad del rosa al rojo.

También se describieron otras caracteristicas propias de estos tumores como la
presencia de los cuerpos de Psamoma, visualizdndose en un 70% de las muestras (tabla
11). Los cuerpos de Psamoma son patognomodnicos de carcinoma ovarico tipo seroso

ver figura 26.

Figura 26. Imagen en la que se aprecia los cuerpos de Psamoma en region central
(microcalcificacion en laminas concéntricas) HE 40X.

Los cuerpos de Psamoma (CPS) inicialmente fueron descritos en 1971 en el carcinoma

seroso de ovario, como una reaccion especifica tumor-huésped que representaban una
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degeneracion gradual y calcificacion de pequefias papilas epiteliales (Aure, Hgeg y
Kolstad, 1971). Afios mas tarde, estas estructuras concéntricas en forma de laminillas
calcificadas se observaron con mas frecuencia en el carcinoma papilar de tiroides, me-
ningioma y cistadenocarcinoma seroso papilar de ovario, pero raramente se han notifi-
cado en otros tumores y lesiones benignas. Posteriormente, Meng y colaboradores
describen estas estructuras en el cancer seroso ovarico con un diametro maximo de 35
pHm y que estaban compuestas de cristales columnares ligeramente mas largos y granu-
lados con 20-100 nm de didmetro. Estas caracteristicas mineraldgicas detalladas ayu-
dan a diferenciar estas estructuras de otros tipos de tumores (Fanlu et al., 2015). Sin
embargo, a pesar de numerosos estudios, la formacion de estos sigue siendo un meca-
nismo poco conocido. Se sugiere que los CPS pueden representar un proceso bioldgico
activo que en ultima instancia conduce a la degeneracion y muerte de las células tu-

morales vy al retraso del crecimiento de la neoplasia (Caro, 2009).

3. Andlisis de Expresion Génica
3.1 Cuantificacion y valoracion de la calidad del RNA de la cohorte

retrospectiva

Para la determinacidon relativa de la expresién génica se analizaron 50 muestras de
tumor de COSAG. El ARN se aisld a partir de los cortes de parafina que contenian las
piezas de reseccidon de tejido (aproximadamente 10-20 mg). Se obtuvo una
concentracién éptima de ARN de todas las muestras; la mediana para los tejidos
tumorales fue de 96,2 (15,5 —480,3) (tabla 12).

La calidad e integridad del ARN extraido se evalu6 mediante nanoespectrofotometria
de las absorbancias de las muestras. Para ello, se determinaron las absorbancias a 260,
280 y 230 nm con el equipo NanoDrop 2000® (Thermo Scientific). Este
espectrofotometro es capaz de realizar medidas precisas con cantidades de muestra
muy pequenfias, del orden de 0,5 pl. Para estimar la concentracidon de ARN se utilizan las
medidas de absorbancia a 260 nm. A la vez, el equipo proporciona informacion sobre la

pureza del ARN, mediante las ratios de absorbancia a 260/280nm y 260/ 230 nm que
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deben oscilar entre 1,65 — 2 y 2 — 2,2, respectivamente para considerar una muestra
como pura. A pesar de que algunas muestras tenian ratios que se salian de los limites

obtuvo suficiente ARN para realizar el estudio.

Tabla 12. Cuantificacion del RNA cohorte retrospectiva

MUESTRA ng/uL 260/280 260/230 MUESTRA ng/uL 260/280  260/230

TUMOR 1 136,8 1,86 0,92 TUMOR 26 406,1 1,91 1,63
TUMOR 2 97,2 1,84 0,74 TUMOR 27 46,2 1,88 1,04
TUMOR 3 41,5 1,83 0,14 TUMOR 28 41,1 1,87 1,05
TUMOR 4 26,8 1,76 2,26 TUMOR 29 105,8 1,81 0,88
TUMOR 5 55,1 1,88 0,41 TUMOR 30 102,7 1,86 0,43
TUMOR 6 68,6 1,79 1,47 TUMOR 31 187,3 1,87 1,81
TUMOR 7 985,9 1,9 1,97 TUMOR 32 245,2 1,91 2,06
TUMOR 8 480,3 1,94 1,87 TUMOR 33 30,4 1,96 0,16
TUMOR 9 248,4 1,91 1,24 TUMOR 34 57,8 1,83 1,5
TUMOR 10 233,3 1,85 1,69 TUMOR 35 75,3 1,88 0,29
TUMOR 11 226,7 1,75 1,52 TUMOR 36 93,8 1,88 2,31
TUMOR 12 80 1,79 1,29 TUMOR 37 40,2 1,99 0,12
TUMOR 13 571,4 1,86 1,83 TUMOR 38 82,4 1,94 0,98
TUMOR 14 309,7 1,86 1,6 TUMOR 39 362 1,95 1,79
TUMOR 15 95,2 1,87 1,51 TUMOR 40 174,1 1,93 1,28
TUMOR 16 71 1,87 1,05 TUMOR 41 86,9 1,97 0,17
TUMOR 17 70,5 1,85 1,53 TUMOR 42 56,6 1,99 1,47
TUMOR 18 99,9 1,82 1,59 TUMOR 43 280,5 1,98 1,48
TUMOR 19 49,2 1,81 1,02 TUMOR 44 102,5 1,89 0,79
TUMOR 20 20 2,03 0,85 TUMOR 45 149,8 1,92 1,62
TUMOR 21 139,2 1,84 1,52 TUMOR 46 82,4 1,94 0,7
TUMOR 22 59,4 1,89 1,32 TUMOR 47 138,3 1,93 1,13
TUMOR 23 15,5 2,02 0,51 TUMOR 48 75,7 1,97 1,12
TUMOR 24 19,6 2,03 0,21 TUMOR 49 157,1 1,89 1,21
TUMOR 25 176,2 1,84 1,56 TUMOR 50 421,6 1,91 1,57

3.2 Anadlisis de Expresion Génica Relativa de la cohorte retrospectiva

El analisis de la expresion génica relativa de los genes implicados en la
inmunoregulacién tumoral se realizd en las 50 muestras de COSAG incluidas en
parafina. Los 20 genes fueron: genes involucrados en los infiltrados inflamatorios (CD4,
CD8), poblacion Treg (TGFB1, CTLA-4, IL-10, FOXP3, CD25, CD127, CXCX4, IDO) y

mediadores involucrados en el control de los checkpoints inmunolégicos (como: PD-1,
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PDL-1, PDL-2; OX40, OX40L; ICOS, ICOS-L; galectina 9; CD137, CD137L). Los niveles
relativos de expresion génica se basaron en la expresion de los 20 genes diana
analizados en tejidos tumorales frente a su cDNA de referencia; éstos se normalizaron
contra genes enddgenos y se calcularon usando la formula matematica de Pfaffl (Pfaffl,
2001). Se resalta que solo se expresaron 17 genes por lo que se excluyeron 3 (0OX40,
CD137L, IL10) de los analisis de expresidn génica relativa ya que no se expresaron en

ninguna de las muestras.

La expresion de cinco genes enddgenos (ACTB, HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA) se ensayo
en un subconjunto que comprende aproximadamente el 30% de las muestras con el fin
de establecer el mejor control interno. Para este propdsito, utilizamos los softwares
Genorm, Bestkeeper, Normfinder y finalmente el Delta Ct comparando por orden de
prioridad que indicé que la opcidn mas estable era la combinacién de los 5 ACTB,
HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA ver figura 27. Siguiendo el procedimiento propuesto por
Vandesompele et al., se calculd un factor de normalizacidon basado en la expresion de
estos cinco genes enddgenos utilizando la media geométrica (Vandesompele et al.,

2002).

GENORM (Estabilidad del Gen)

ACTB

HPDR1 PPIA GUSB CDKN1B
Figura 27. Programa Genorm que evalua la estabilidad de los genes enddgenos utilizados lo
cual demostré que los 5 genes utilizados fueron los ideales para normalizar los valores de los
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biomarcadores.

De esta manera, los resultados se expresan en relacién entre la expresidn del gen anali-

zado y la de los genes de referencia endégenos que son ACTB, HPDR1, CDKN1B, GUSB,
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PPIA en comparacidon en la muestra tumoral con respecto cDNA de referencia debido a
gue en la cohorte retrospectiva incluida en parafina presenta la dificultad de poder
obtener tejido normal adyacente. El factor de normalizacion del tejido tumoral y el
cDNA para cada muestra fue la media geométrica de los promedios del valor Ct de
ACTB, HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA. Esta normalizacién es necesaria ya que si la expre-
sién de los controles enddgenos varia es indicativo de variaciones en la cantidad de
ARN total empleada en la sintesis de ADNc y no a cambios en la expresién. El factor de
normalizacién para el tejido tumoral dio como resultado los niveles de la expresidon

génica de referencia a la hora de calcular la diferencia relativa de la expresion génica.

Se considero expresion diferencial el ratio obtenido con valores superiores a 2, indican-
do mayor expresién del gen diana en tejido tumoral que en el cDNA de referencia, o
inferiores 0,5 en el caso de que el gen diana se encuentre menos expresado en tejido

tumoral que en el c DNA de referencia.

14

lativa

7

6n génica re
(log2 media)

Expresi

CDh4
CD8
TGFB1
CTLA4
FOXP3
CD25
IL7R
CXCR4
IDO1
PD-1
PD-L1
PD-L2
OXx4o0L
ICOS
ICOSL
LGALS
CDb137

Figura 28. Representacion grdfica de la expresion génica relativa de la cohorte retrospectiva.
Los resultados representados son log2 media + error tipico de la media.

Los niveles de expresidn de los genes estudiados se expresaron como valores de cuanti-
ficacién relativa (figura 28). Consideramos que un gen esta sobreexpresado cuando la

mediana de expresion es superior a 2 (2x), e infraexpresado si la mediana tiene un va-
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lor por debajo de 0,5 (0,5x). Por tanto, nuestros resultados mostraron que CTLA4 (2,5
x), FOXP3 (6x), CD25 (7x), CXCR4 (6,1x), PD-1 (4x), PD-L1 (8,5x), PDL2 (10x), OX40L (6x),
ICOS (3x), ICOSL (9x) CD137 (4,5x) se encontraba sobreexpresado en el tejido tumoral
en relacién con el cDNA de referencia, mientras que TGFB1 (-0,3x), CD4 (0,5x), CD8
(0,6X) se encontraba infraexpresado en el tumor. Para visualizar mejor estos resultados,

fueron log2-normalizados y su media fue representada (figura 28).

A continuacidn, realizamos un analisis en mayor profundidad de los genes estudiados.

En referencia a CD8 en nuestra cohorte se encontré infraexpresado, no siendo asi en
otros estudios de mayor tamafio muestral (Li et al., 2017). Ademas, la infraexpresion
encontrada de este gen en nuestro estudio, pudiera estar relacionada con las diferentes

caracteristicas muestrales y técnicas utilizadas en investigaciones previas.

Se aprecio la expresién elevada de FOXP3 con una mediana de 5,22 (0,42-1242,33).
Toker caracterizo las células Treg que infiltran canceres de ovario y las cuales muestran
un fenotipo que se caracteriza por mayor expresién de FOXP3 asociandose con un au-
mento de la plasticidad y la funcion de las células T efectoras (Toker et al., 2018). Tam-
bién han sido reportados valores similares en otros tipo de cancer como en el mela-
noma primario (Gerber et al., 2014). Uno de los grandes aportes a la regulacion inmune
es la identificacion de este biomarcador, un factor regulador de la transcripciéon que
participa directamente en la funcidn de las células reguladoras T (CD4+). La expresion
de FOXP3 también se induce transitoriamente en células T CD4 + y CD8 + tras la estimu-
lacién (Roncador et al., 2005) y, su expresion en células tumorales ha sido reportada en

diferentes tipos de canceres aparte del melanoma (Triulzi et al., 2013).

Por el contrario, la baja expresion de TGFB-1 con una mediana de 0,67 (0,13-3,38) no se
ha visto documentada previamente en cancer de ovario. A pesar de tener bajos niveles, el
TGFB-1 tiene funciones pleiotrdpicas que regulan el crecimiento celular, la diferencia-
cion, la apoptosis, la motilidad y la invasion, la produccién de matriz extracelular, la
angiogénesis y la respuesta inmune (Neuzillet et al., 2015). La desregulacion de sefiali-
zacion de TGFB-1 es frecuente en tumores y tiene un papel crucial en el inicio, desarro-
llo y metastasis del tumor, TGFB1 es una citoquina reguladora que actla como supresor
tumoral y con efectos promotores del tumor como lo es en lineas celulares del tejido
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de cancer de mama (CM). Los datos sobre el nivel de TGFB1 circulante y su posible va-
lor prondstico en pacientes con CM son contradictorios. El nivel sérico de TGFB1 es
elevado en pacientes con CM vy tiene un valor prondstico favorable. Sin embargo, no
tiene un papel predictivo en la respuesta de quimioterapia (Ciftci et al., 2014). También
se ha encontrado que el polimorfismo TGFB1 rs1800469 podria ser un biomarcador
predictivo del riesgo de desarrollar metastasis cerebrales en pacientes con cancer de

pulmén no microcitico (Wang et al., 2015).

CTLA4 se encontrd sobreexpresado con una mediana de 3,50 (0,18-89,74). El punto de
control inmune CTLA4 regula la activacién de las células T en las primeras fases de la
respuesta inmune, la sobreexpresién de este gen en COSAG esta siendo objeto de es-

tudio en la inmunoterapia (Gaillard y Secord, 2016).

La expresioén elevada de CD25 con una mediana de 40,03 (1,07-1297,6) en el tumor en
comparaciéon con el cDNA de referencia podria indicar una infiltracion importante de
diferentes tipos de células inmunes. CD25 es la cadena alfa del receptor IL2, que se
convierte rapidamente tras la activacién de las células T convencionales, Tregs y células
NK, asi como las células B y precursores mieloides (Becknell y Caligiuri, 2005). La sobre-
expresion de CD25 al igual que CD4+ desempefian un papel central en el mantenimien-
to del sistema inmune contra el cancer (Vargas et al., 2017). Se ha encontrado sobreex-

presado en el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (Kuhn et al., 2003).

En referencia a PD-1 se encontré una sobreexpresién con una mediana 12,05 (1.27-
66,06) Huang y colaboradores demostraron que PD-1 se expresa en células T inespeci-
ficas que infiltran tumores de ovario, cuyos datos indicaron que PD-1 contribuye al
desarrollo de una rapida sinapsis inmunoldgica lo que lleva a un efecto inhibitorio si-

nérgico sobre la senalizacién de las células T (Huang et al., 2015).

En el analisis de PDL1 encontramos que este marcador se encontrd con una expresion
elevada en nuestra cohorte con una mediana de 277,40 (8,95-3235,60). En estos mo-
mentos actualmente hay tratamientos que bloquean a las moléculas de punto de con-
trol inmunitario como lo es a la muerte celular programada (PD-1) o su ligando PD-
ligando-I (PD-L1) produciendo un efecto beneficioso y prolongado en un subgrupo de
pacientes. En el COSAG PD-L1 se expresé principalmente por macréfagos CD68 + aso-

ciados a tumores en lugar de células tumorales y esta fuertemente asociado con sub-
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conjuntos de TIL tanto citoliticos como regulatorios, lo que resulta en una asociaciéon
neta positiva (Webb et al., 2016). En el caso del melanoma la sobreexpresion de este
biomarcador ha sido utilizado como punto clave para los tratamientos actuales que
conllevan al restablecimiento de la inmunidad del huésped contra el tumor (Patel y
Kurzrock, 2015). En el cdncer renal se ha visto sobreexpresado este biomarcador corre-
lacionandose esto a una mayor agresividad del tumor. La expresién del ligando de
muerte programado PD-L1 representa un mecanismo de escape inmune para las célu-
las tumorales en el cancer renal (Jilaveanu et al., 2014). Sin embargo, existe un debate
en la literatura sobre el valor prondstico de la expresion de estas moléculas en tumo-
res, con respuesta de inmunoterapia y supervivencia. En el estudio llevado por Drakes y
colaboradores; se concluyé que un subgrupo de pacientes con cancer de ovario de alto
grado en enfermedad avanzada presentan una sobreexpresiéon PD-L1 pudiendo este
tipo de cancer ser uno de los principales candidatos para la inmunoterapia dirigida a la
sefializacion de PD-1 (Drakes et al., 2018). En el cancer de cuello uterino el estado del
virus del papiloma humano también se correlacioné con la expresion de PD-L1, la ex-
presién de PD-1 / PD-L1 en células inflamatorias infiltrantes de tumor fue mayor en
cancer cervical en comparacion con adenocarcinomas endometriales y ovaricos
(Saglam y Conejo-Garcia, 2018). Al igual que se ha visto sobre expresado en el cancer
de mama inflamatorio siendo este marcador frecuente y predictor de la respuesta pa-
toldgica a la quimioterapia en este tipo de tumores (Bertucci et al., 2015). PD-L2 se
encontré sobreexpresado con una mediana 529 (68,12-4826) no hay datos de este tipo
de expresiones en cancer de ovario pero si, sobreexpresado junto a PDL1 en cancer
gastrico interviniendo en los puntos de control de la inmunoregulacién (Xing et al.,

2018).

La sobreexpresion en nuestra cohorte de CXCR4 con una mediana 35,88 (4,06-1102,9)
proteina de superficie de los linfocitos, ha sido ampliamente descrita en mas de 23
tipos de cancer incluidos rifién, pulmdn, cerebro, préstata, mama, pancreas y melano-
mas entre otros contribuyendo en el crecimiento tumoral, angiogénesis, metastasis y
resistencia terapéutica (Chatterjee, Behnam Azad y Nimmagadda, 2014). En el cancer
de mama esta bien establecido el papel del CXCR4 en la regulacion del crecimiento, la

invasion y la metastasis del tumor (Chu et al., 2010). Asi mismo se sabe que la expre-
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sién también aumenta con el grado tumoral 20% en tejido normal mamario, 43% en
ductal in situ y el 67% carcinoma invasivo (Salvucci et al., 2006). Mas importante aun la
sobreexpresion del 75% en cancer de mama triple negativo (Hassan et al., 2009). En un
metaanalisis la sobreexpresion del biomarcador CXCR4 se encontré muy relacionado
con las metdstasis 6seas (Kang y Mansela, 2005). En el cancer de eséfago la sobreex-
presion se ha visto asociado como biomarcador de mal prondstico ya que lo encontra-
ron relacionado con la capacidad de metastasis de este tumor (Wu et al., 2014); por lo
gue la sobreexpresion en cancer de ovario seroso papilar de alto grado se pueda ver

relacionado con el mal prondstico que tienen este tipo de tumores.

En cuanto a /ICOS se encontrd sobreexpresado con una mediana 1,16 (0,03-8,46) al
igual que su ligando /COSL mediana 389,72 (16,23-3411,79). La interaccion mediada
por ICOS entre células T CD4+ infiltrantes de tumor y células dendriticas conduce a la

amplificacion de Tregs (Faget et al., 2013).

Los resultados han revelado la sobreexpresion de IDO1 mediana 1,52 (0,05-65,92) Los
niveles de sobreexpresién de /IDO1 destacan su fuerte asociacién con la infiltracion de
células T (Zhai et al., 2018). En cuanto a OX40 se encontrd sobreexpresado, no ha sido
estudiado en ovario pero sl en otros tumores en los que se evidencia que la sobrexpre-
sién promueve la activacion de células NK, la produccién de citoquinas y la citotoxici-

dad (Nuebling et al., 2018).

Uno de los biomarcadores analizados en nuestra cohorte es CD137, un receptor coes-
timulatorio importante que promueve la supervivencia, la expansion y la activacion de
las células T con respecto a proliferacion, adquisicion de funciones efectoras y diferen-
ciacién de memoria (li et al., 2008). La tendencia a la sobreexpresion en nuestra cohor-
te nos orienta en el comportamiento en este tipo de tumores, sin embargo, pocos es-
tudios han realizados hasta el momento. En estudios de microambiente tumoral se ha
encontrado sobreexpresado este biomarcador (Taylor etal., 2015). Actualmente es
utilizado como coestimulador en la inmunoterapia por su papel en la supervivencia

(Sanmamed et al., 2015).
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3.3 Correlacion de los genes de la cohorte retrospectiva entre ellos

Se compararon los genes analizados mediante el test Rho de Spearman para asi saber
la correlacion que tenian entre ellos. Se encontrd una correlacion entre ellos significati-
vas > 0,005. Al analizar los marcadores de infiltrado linfocitario se encontré una corre-
lacién en la expresion de CD4 con CD8 (p=0,001) al igual que la expresién de CD4 con
FOXP3 (p=0,003) por lo que se demuestra que dichos genes se encuentran correlacio-
nados en el microambiente tumoral. Asi mismo encontramos correlacién entre el bio-
marcador CD8 con IDO1 (p=0,002) y el punto de control inmunolégico PDL1 (p=0,004)
Estudios en ratones han revelado que la expresion regulada en la elevacién de IDO1 vy
PDL1 dependia de la presencia de células T CD8+ dentro del microambiente tumoral
(Spranger et al., 2013). Con este estudio se demostrd que la mayoria de los genes se
correlacionan entre si y cuya funcién es lograr un acto de equilibrio entre los genes
activadores y supresores que mantiene la homeostasis en el microambiente tumoral y
que es la sobreexpresién de los genes inmunosupresores los causantes de una menor
respuesta del sistema inmune en contra el tumor afectando de esta manera la supervi-

vencia.

3.4 Correlaciones de los biomarcadores con las variables
clinicopatologicas

Se llevaron a cabo pruebas no paramétricas como las pruebas U de Mann-Whitney,
Kruskal Wallis y Chi-cuadrado para analizar la asociacién de marcadores inmunoregula-
dores con las variables clinicopatoldgicas, en la tabla se representan las correlaciones

mas relevantes (tabla 13).
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Tabla 13. Correlacion de biomarcadores con variables clinicopatoldgicas

Variable Gen N Mediana Rango[min-max] p-valor
Habito Tabaquico TGB1 Fumador 29 | 0,9863 0,30-3,84 0,014
No Fumador 21 | 0,4763 0,01-27,26
IDO1 Fumador 29  2,4275 0,05-65,92 0,021
No Fumador 21 0,7351 0,11-30,82
Grado Histolégico  CD8 I 37 1,385 0,5-6,76 0,028
/1 13 | 0,690 0,8-1,26
Recaida IDO1 NO 18 | 0,9477 0,27-7,27 0,05
S| 32 2,1135 0,05-65,92
Estadio FIGO FOXP3 I/l 11 82,144 2,40-345,39 0,010
/v 39 58,6001 0,42-1242,34
PD-L2 I/1 11 | 1615,8525 | 149,23-4826,11 0,017
/v 39  747,7566 68,13-4777,49
CXCR4 I/l 11 23,2450 7,27-63,55 0,009
/v 39 94,9062 4,07-1102,92

La prueba U de Mann-Whitney reveld que habia varias asociaciones significativas entre
la expresion de diferentes genes y las variables clinicopatoldgicas tales como habito
tabaquico, estadio y grado histoldgico (tabla 13). La expresién de TGFB1, IDO1 se asocio
con el habito tabaquico y sus niveles de expresion fueron mas elevados en los
fumadores. En referencia al habito tabaquico (fumadores frente a no fumadores) y la
expresion de TGFB1 (p = 0,014) y IDO1 (p = 0,021) (figura 29) la expresion de TGFB1 fue
mayor en pacientes con habito tabaquico; este tipo de observaciones no se ha descrito
aln en ningun tipo de tumores ginecoldgicos, pero si se ha visto relacionado en
carcinoma de células escamosas a nivel gingival en donde se aprecia una
sobreexpresion de dicho gen en fumadores (Singh et al., 2017). IDO1 aun no se ha visto
relacionado con el tabaco en cdnceres ginecolégicos ni en otro tipo de tumores pero
coincidentemente, numerosos estudios han demostrado que /DO1 estd altamente
expresado en multiples tipos de cancer por lo que el bloqueo de la expresion de IDO1
produce un beneficio sinérgico contra el crecimiento tumoral y / o la supervivencia y
actualmente es un objetivo relevante en la inmunoterapia del cancer (Zhai et al., 2018).
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Se deja en evidencia con este estudio que aquellas pacientes con habito tabaquico
expresan niveles elevados de IDO1, biomarcador supresor del sistema inmune asociado
a mal prondstico. En cuanto a la recaida el gen /IDO1 se correlaciond con mayor
expresion en las pacientes que habian recaido en comparaciéon del grupo no habian

recaido.

p=0,014 _ p=0,021
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Figura 29. Correlacion entre variables clinicopatoldgicas y marcadores de expresion génica. a)
Representacion de la expresion de TGFB1 segun el hdbito tabdquico y, b) representacion de
IDO1 segun habito tabdquico. Las barras de error representan el intervalo de confianza (IC) del
95% de la media.

Se encontré una correlacidn entre el grado histoldgico o grado de diferenciacion celular
con la expresion de CD8 el cual se vio expresado en los grados | o también llamado bien
diferenciados. La evidencia de la acumulaciéon de TIL especificamente los tipo CD8 en
el cancer de ovario es buen indicador de prondstico para la supervivencia (Santoiemma
y Powell, 2015). Por lo que se demuestra que estas dos variables de buen prondstico en

este tipo de cancer se encuentran fuertemente correlacionadas.

El grado histoldgico se correlaciond con la expresion CD8 y la expresion fue mas alta en
los grados histoldgicos | vs II/Ill. FOXP3 y PD-L2 se encontré mds expresado en los
estadios I/Il de la FIGO vs IlI/IV y en el caso de CXCR4 se encontrd mas expresado en los

estadios l1I/1V vs I/Il.
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Figura 30. Correlacion entre variables clinicopatoldgicas y marcadores de expresion génica. a)
Representacion de la expresion de FOXP3 segun el estadio FIGO (0=I/11 Y 1=Ill/IV, b) CXCR4 con
el estadio FIGO, c) PDCDLG2 (PD-L2) segun el estadio FIGO. Las barras de error representan el
intervalo de confianza (IC) del 95% de la media.

FOXP3 y PD-L2 se encontré6 mds expresado en los estadios I/Il de la FIGO estadios
iniciales de la enfermedad en el caso de FOXP3 a pesar de que los niveles son mas
elevados en estadios tempranos y dada la relevancia de FOXP3 en la evolucién tumoral
también hay niveles altos en los estadios avanzados. Este hallazgo de FOXP3 es un dato
de importancia en vista que FOXP3 controla directa o indirectamente cientos de genes
(aproximadamente 700) y se une directamente a alrededor del 10% de ellos, actuando
como un activador o supresor de su expresion en los estadios iniciales de la
enfermedad (Zheng et al., 2007). Con referencia a PD-L2 relacionado con los estadios
I/ll es principalmente una molécula inhibidora, expresada no solo por células
presentadoras de antigenos, sino también por otras células inmunes que incluyen
células T y células no inmunes de manera inducible, principalmente a través de

citoquinas asociadas a Th2 (Rozali et al., 2012).

CXCR4 se encontrd correlacionado con los estadios llI/IV niveles mas elevados en
estadios mas avanzados de la enfermedad; estadios que estan caracterizados por la
presencia de metastasis hallazgos que sustentan el papel que juega este biomarcador
en el COSAG el cual cuya funcidn contribuye en el crecimiento tumoral, la angiogénesis
y asi mismo la metastasis. Dicho hallazgo se ha visto descrito en mas de 23 tipos

diferentes tipos de canceres (Chatterjee, Behnam Azad y Nimmagadda, 2014).
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Figura 31. Expresion de IDO1 en relacion con la recaida. Las barras de error representan el

intervalo de confianza (IC) del 95% de la media.

Las pacientes que habian recaido presentaban en el tumor una mayor expresion de
IDO1, una enzima metabdlica clave implicada en el catabolismo de triptéfano. Sus
funciones de supresién inmune se deben a la menor disponibilidad de triptéfano y la
generacion de sus metabolitos que culminan en efectos negativos en los linfocitos T en
la proliferacién, funcion y supervivencia (Godin-Ethier et al., 2011). Es por esto, que es
necesario mas estudios sobre si la degradacién del triptéfano por IDO1 es realmente el

mecanismo inmunosupresor clave y como este afecta en la progresiéon del tumor.
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Figura 32. Expresion de CD8 en relacion con el grado histolégico. Las barras de error

representan el intervalo de confianza (IC) del 95% de la media.
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4. Analisis de supervivencia de los biomarcadores

4.1 Variables Clinicopatolégicas de la Cohorte

Para el estudio de estas variables clinicopatoldgicas se realizé el analisis univariante
segun el método de regresién de Cox, con el fin de revelar cudles de las variables
clinicopatoldgicas analizadas en nuestra cohorte retrospectiva tenian valor prondstico
para el TLP (tiempo libre a la progresion) y la SG (supervivencia global) en pacientes
con cancer de ovario seroso de alto grado, también se utilizd para representar estas
variables el analisis univariante de Kaplan-Meier (p<0,05).

En la cohorte retrospectiva de pacientes con cancer de ovario seroso de alto grado la
mediana de seguimiento fue de 18 meses (rango: 0,20-47,03). De las 50 pacientes
incluyendo todos los estadios, 18 (36%) progresaron y 26 (52%) fallecieron. Las
medianas de TLP y SG para la poblacidn total de la cohorte retrospectiva fueron de 22,3
meses (rango: 0,20-132,77) y 25,4 meses (rango:0,20-151,77) respectivamente. A

continuacién, se demuestra en la tabla 14 el estudio univariante de regresién de COX

para las variables clinicopatoldgicas (tabla 14).

Tabla 14. Estudio Univariante de Regresion de COX

TLP SG
VARIABLE Comparacion  HR 95% IC p-valor HR 95% IC p-valor
EDAD >65 vs <65 1,592  0,599- 0,351 3,046  1,271- 0,013
4,233 7,301
FUMADOR Fum/Exfum 1,065 0,398- 0,900 1,038  0,429- 0,935
vs. No fum 2,847 2,511
ESTADIO /v vs. I/ 2,153  0,704- 0,179 6,514  1,479- 0,013
6,583 28,686
GRADO DE s, /11 2,446  0,323- 0,387 2,971  0,397- 0,289
DIFERENCIACION 18,536 22,247
INTENCION NEO vs. ADY 1,698 0,519- 0,381 3,713 1,497- 0,005
TRATAMIENTO 5,556 9,213
RESPUESTA AL PARCIAL vs 5,478  1,852- 0,002 2,998  1,222- 0,017
TRATAMIENTO COMPLETA 16,205 7,356
CIRUGIA Slvs NO 0,046  0,000- 0,594 0,046  0,000- 0,548
3,784 1052,456
TIPO CIRUGIA SUBOPTIMA 2,019 | 0,642- 0,229 15,858  3,490- 0,001
PRIMARIA vs OPTIMA 6,348 72,044
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De acuerdo con el andlisis de supervivencia aquellas pacientes mayores de 65 anos
tienen una SG menor a las menores de 65 afios (p=0,013) (tabla 15, figura 33). Las
pacientes mayores se presentan menor supervivencia que las pacientes mas jévenes, lo
gue puede ser explicado por la asociacion de edad avanzada con factores prondsticos
adversos (comorbilidades), ademas de un enfoque mas conservador en la cirugia es
generalmente adoptado para estos pacientes, reflejado por un tasa menor de cirugias
de citorreduccion éptima, como una escasa tolerancia a la quimioterapia que podrian
explicar estos valores de supervivencia (Efstathiou et al., 2007; Tortorella et al., 2017).
Gracias a los avances en nuevos tratamientos, la mortalidad por cdncer de ovario ha
disminuido en los paises desarrollados en la ultima década. Esta disminucién en la tasa
de mortalidad se distribuye de manera desigual en todo el espectro de edad. Mientras
qgue la mortalidad en mujeres mas jovenes ha disminuido 21,7%, para mujeres ancianas
ha disminuido sélo 2,2%. Incluso si el cancer de ovario es claramente una enfermedad
de mujeres mayores, es una duda ya que estdn subrepresentadas en los ensayos
clinicos, y existe escasa evidencia para el tratamiento en mujeres mayores de 65 afios.
Ademas, las mujeres mayores a menudo reciben un tratamiento insuficiente, reciben
menos quimioterapia y menos combinacion de cirugia y quimioterapia, a pesar de que
se considera la modalidad de tratamiento éptima. Esto puede deberse principalmente
a la falta de evidencias y la confianza de los médicos en el tratamiento de las mujeres

de edad avanzada con céncer de ovario (Tortorella et al., 2017).
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El estadio es un factor prondstico importante en este tipo de canceres, nuestro analisis
revela que los tumores en estadios Ill y IV dan lugar a menor supervivencia (p=0,013)
(figura 34) como es de esperar (Karst y Drapkin, 2010). Los COSAG son responsables
del 75% de morbilidad y de diagndsticos tardios en etapas Il y IV que tienden a

presentar peor prondstico y recaida mas temprana (Marigreisy y Azcuy, 2016).
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En las pacientes candidatas a una cirugia optima [HR=15,85; 95% IC, 3,490-72,044;
p=0,0001] con un posterior tratamiento adyuvante [HR=3,71; 95% IC, 1,497-9,213;
p=0,0001] y que presentaron una respuesta completa [HR=2,99; 95% IC, 1,222-7,356;
p=0,017] se vio un aumento en la supervivencia global (tabla 15) por lo que estos
analisis sustentan que la cirugia citorreductora en el cancer de ovario seroso de alto
grado siga siendo el gold estandar en el manejo de las pacientes, quedando
demostrado el aumento de la supervivencia tanto en nuestra serie como en otros
estudios similares como el llevado a cabo por Aluloski et al en el cual los datos se
analizaron de forma descriptiva concluyendo que la citorreduccidon quiridrgica éptima
influyd de manera significativa en la supervivencia de la serie de pacientes analizadas,
La supervivencia estimada de los pacientes que tenian la enfermedad residual
postoperatoria de <1cm fue de 75,55 meses (IC 95% = 66,47-84,63), mientras que los
pacientes con citorreduccidn quirdrgica subdptima (es decir, una enfermedad residual
posoperatoria de> 1 cm) tuvieron una supervivencia estimada de 30,78 meses (IC 95%

=24,14-37,42) (p <0,001) (Stewart et al., 2016; Aluloski et al., 2017).
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En relacién con el anterior andlisis aquellas pacientes que reciben adyuvancia vs
neoadyuvancia se demostrd en nuestra cohorte el papel que tiene la adyuvancia en la
supervivencia confirmado en el estudio de supervivencia de Kaplan-Meier. Aquellas
pacientes con un tratamiento adyuvante presentan mayores supervivencias en
comparacién con aquellas con tratamiento neoadyuvante (p=0,002) (figura 35).
Hallazgos que ya fueron demostrados por Trimbos y colaboradores; en el cual se
concluyé que quimioterapia adyuvante mejora de forma estadisticamente significativa

la supervivencia libre de progresion en pacientes con COSAG (Trimbos et al., 2003).

Figura 35. Grdfica de Kaplan-Meier
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Como se menciond anteriormente y analizado con el método de la regresiéon de COX se
pudo confirmar que aquellas pacientes que recibieron una cirugia citorreductora con
enfermedad no macroscopica (6ptima), no quedando tejido residual con una mayor

supervivencia (figura 36).

Figura 36. Grdfica de Kaplan-Meier
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En cuanto al habito tabaquico no se evidencid significancia en TLP Y SG (p=0,90;
p=0,93) sin embargo se sabe que el tabaquismo puede influir en otros tipos
histoldgicos, aunque la magnitud de las asociaciones observadas es modesta (Faber

etal., 2014).

2.2 Valor Prondstico del infiltrado linfocitario

El patron, grado y localizacion de la infiltracion linfocitaria en el COSAG fue evaluado
mediante el estudio univariante de regresién de COX. Se analizé el grado de infiltraciéon
en leve, moderado y severo, agrupando moderado y severo, no obteniendo
significacién ni con el tiempo libre a la progresion o la supervivencia global (p=0,171;
p=0,337). Asi mismo se valord el patrén de la infiltracién observando un impacto en la
supervivencia global en el caso de la infiltracién difusa (p=0,005) con una localizacion
intratumoral con efecto en el TLP y SG (p=0,012; p=0,049). No se vio impacto la
presencia de los cuerpos de Psamoma en este tipo de tumores en TLP y SG (p=0,457;

p=0,175) ver tabla 15.

Tabla 15. Andlisis del Infiltrado linfocitario

TLP SG
Infiltrado HR 95% IC p-valor HR 95% IC p-valor
Grado de Infiltracion 0,468 | 0,158-1,386 0,171 0,605 0,217-1,687 0,337
<10% vs.>10-33%
Patrén de Infiltracion 0,629 | 0,216-1,833 0,395 0,271 0,108-0,678 0,005
Focal & Difuso
Localizacion de la 0,263 @ 0,093-0746 0,012 0,386 0,150-0,994 0,049
Infiltracién
Peritumoral VS.
Intratumoral
Cuerpos de Psamoma 1,481 | 0,526-4,171 0,457 2,103 0,718-6,159 0,175
Slvs NO

IC, intervalo de confianza; HR hazard ratio; TLP, Tiempo libre de progresion, SG, supervivencia global; * p
<0,05.
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En los ultimos afios distintos grupos en el campo de la investigacion han trabajado en la
deteccidn y caracterizacion del tumor en referencia a la infiltracion de linfocitos (TIL) en
el cdncer de ovario y evaluando su papel en el proceso de desarrollo de la enfermedad
(Raspollini et al., 2005). Los TIL son un tipo de glébulos blancos detectables en islote y
estroma tumoral que reconoce las células tumorales a causa de la respuesta inmune, el
primer informe sobre el beneficio de la supervivencia en cancer de ovario se atribuyo a
Mei-Jiao en 1991 encontré que el grado de infiltracidon linfocitaria se relacionaba
directamente a la tasa de supervivencia de las pacientes al igual que la estadificacidon
clinica, asi como a la clasificacidn y la tipificacién histoldgica del tumor. Este estudio de
TIL y células cancerosas sugirid que la muerte de las células tumorales esta relacionada
con el efecto de los TIL. (J, 1991). Los TIL tienen importancia prondstica en el cancer de
ovario, los efectos prondsticos de los TIL sobre el cancer de ovario dependen de la
proporcion de los diferentes subconjuntos de TIL presentes en lugar asi como el patrén
en que infiltran y su localizacién siendo util como una herramienta para guiar el

tratamiento en pacientes con cancer de ovario (Li et al., 2017).

Los resultados significativos obtenidos del método de regresiéon de COX univariante
también se analizaron usando el método de Kaplan-Meier (rango largo) para obtener
los graficos de supervivencia. Las pacientes con infiltrado linfocitario con un patrén
intratumoral tuvieron un mejor prondstico en comparacién con el grupo que tenia un
patron peritumoral (SG, NA vs 44,57 meses, p = 0,041) (figura 37). Ademas, las
muestras con un patron de infiltraciéon difusa se asociaron con una mayor
supervivencia en comparacion con aquellas que presentaban un patrén focal (SG, NA vs
20,20 meses p < 0,0001) (figura 38). Nuestros resultados destacan el papel de
importancia que representa el infiltrado linfocitario en el cancer de ovario y el cual
comprende diferentes tipos celulares que pueden orquestar en conjunto respuestas del
huésped contra el tumor como en el caso del COSAG el cual se caracteriza por ser un
grupo de tumores altamente inmunorreactivos. Aquellos con el mejor prondstico estan
representados por un patrén intratumoral difuso con un fuerte grado de infiltracidn,
estos hallazgos podrian abrir una nueva ventana para los enfoques terapéuticos en

COSAG.
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Figura 37. Grdficos de Kaplan-Meier para TLP y SG de acuerdo con la localizacion de la
infiltracion. a) TLP y b) SG. La linea azul representa la localizacion peritumoral, mientras que la
linea verde representa la localizacion intratumoral. Los valores P se calcularon usando la prueba de
Kaplan-Meier.

La infiltracidn linfocitaria ha sido analizada ampliamente en estos ultimos afios en las
diferentes neoplasias demostrando el valor prondstico que tienen los TIL en diversos
tipos de tumores en los que se destaca carcinomas de pulmadn, tracto gastrointestinal,
sistema genitourinario, sistema ginecoldgico y cabeza y cuello, asi como tumores
cerebrales primarios, mesotelioma y melanoma (Hendry etal.,, 2017). En estudios
llevados a cabo en el nuestro laboratorio se ha demostrado el papel que representa el
microambiente tumoral en el cdncer la proporcidn relativa de células T convencionales
y reguladoras presentes en el entorno tumoral se han evaluado y encontrandose que
los TIL en el compartimento tumoral se asocian a un mejor prondstico(Uso et al., 2016).
De manera mas especifica en el cancer de mama ha sido reportado la importancia
entre la interaccion de la respuesta inmune del tumor y huésped, siendo los tumores
inmunogénicos aquellos que pueden presentar mejor prondstico (Uen et al., 2016) . En
cancer de ovario existen pocos estudios pero cabe destacar un metaanalisis reciente de
2017 donde donde concluyen el papel del infiltrado en el COSAG en el que destacan
gue a mayor infiltracion linfocitaria en el microambiente tumoral mejor respuesta (Li

et al., 2017).
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Los escasos estudios actuales en COSAG han demostrado que los linfocitos infiltrantes
de tumor (TIL) se correlacionan con un prondstico favorable, siendo determinantes de
la SG en COSAG. Conocer el grado, patréon y localizacién de la infiltracidn se convierte
en un factor prondstico y de evolucién de la enfermedad (Pinto etal., 2018).
Actualmente en un reciente estudio han demostrado que los TIL intraepiteliales se
asocian a una mejor supervivencia en pacientes con COSAG sin embargo son multiples

los mecanismos aun desconocidos (Stanske y Wienert, 2018).

4.3 Valor prondstico de los genes inmunoreguladores

El valor prondstico de la expresidon de genes inmunoreguladores se evalud utilizando el
método de regresion de Cox univariante para TLP y SG (tabla 16). Para aquellos casos
en los que se encontraron asociaciones significativas, se representaron las curvas de
Kaplan-Meier. Antes de eso, los datos de expresion génica fueron dicotomizados de
acuerdo con la mediana de cada gen, dividiendo los datos en dos grupos: I) "alto"
correspondiente a aquellas muestras cuyos valores de expresion eran > a la mediana, y

II) "baja" para aquellas muestras cuyo valor de expresion eran < a la mediana.
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Tabla 16. Resultados del andlisis de supervivencia basado en biomarcadores de expresion
génica en cdncer de ovario seroso de alto grado

TLP SG
Gen Comparacion HR 95% IC p- HR 95% IC p-valor
valor
CD4 Altovs. Bajo 2,392 | 0,851-6,722 0,098 1,729 0,674-4,435 0,255
cD8 Altovs. Bajo 0,689 | 0,233-2,037 0,501 1,263 0,498-3,202 0,623

FOXP3 Alto vs. Bajo = 1,475 0,529-4,116 0,458 0,859 0,336-2,191 0,750

IcosL Alto vs. Bajo ' 0,396 0,139-1,123 0,081 0,656 0,254-1,694 0,384

Icos Altovs. Bajo ' 0,427 0,155-1,181 0,101 0,292 0,088-0,962 0,043

PD-L2 Alto vs. Bajo ' 0,821 0,295-2,284 0,705 0,586 0,223-1,537 0,277

TGFB1 Altovs.Bajo ' 1,461 0,540-3,948 0,455 1,949 0,730-5,200 0,183

CcD25 Altovs. Bajo ' 0,505 0,183-1,391 0,186 0,576 0,223-1,488 0,255

IDO1 Alto vs. Bajo ' 0,632 0,234-1,707 0,365 0,644 0,251-1,649 0,359

IL7R Altovs.Bajo ' 2,991 1,035-8,646 0,033 1,940 0,748-5,031 0,173

PD-L1 Altovs. Bajo = 1,522  0,549-4,219 0,419 1,365 0,526-3,541 0,522

CTL4 Altovs. Bajo ' 0,711 0,263-1,924 0,502 0,720 0,282-1,838 0,492

CXCR4 Altovs. Bajo ' 1,281 0,471-3,488 0,628 0,958 0,373-2,458 0,929

PD1 Altovs. Bajo | 1,275 0,448-3,631 0,649 1,224 0,463-3,231 0,684

0X40 Altovs. Bajo ' 1,276 0,476-3,419 0,629 2,833 1,007-7,975 0,049

LGAL Altovs. Bajo ' 2,306 0,826-6,436 0,111 1,416 0,556-3,606 0,466

CD137 Alto vs. Bajo | 0,630 0,231-1,719 0,367 0,301 0,109-0,827 0,020
Los resultados se obtuvieron utilizando el método de regresion de Cox univariante. Los niveles de
expresion génica se dicotomizaron como altos y bajos segun su mediana. IC intervalo de confianza; HR

hazard ratio; TLP Tiempo libre de progresion, SG supervivencia global; * p <0,05.

El analisis encontrd que niveles altos de /ICOS estaban relacionados con SG [HR=0,292;
95% Cl, 0,088-0,962; p=0,043]. ICOS es un coestimulador de células T inducible que
pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas B7-CD28, que actualmente es objeto
de un intenso estudio debido a los grandes éxitos obtenidos en el tratamiento de
diferentes tumores. El papel que juega ICOS en el cancer de ovario seroso de alto grado
sigue siendo poco conocido. Sin embargo en un estudio de cancer colorrectal concluyé
gue la expresion de /COS se asocia con una mejor supervivencia y el porcentaje de
células ICOS en el tejido tumoral primario o en sangre periférica puede ser un

biomarcador clinico para un buen prondstico (Zhang et al., 2016).

92



RESULTADOS Y DISCUSION

Otro biomarcador que demostré en nuestro estudio tener significancia en el TLP fue la
IL7 [HR=2,991; 95% ClI, 1,035-8,646; p=0,033]. Lambeck y colaboradores encontraron
que los niveles de IL-7 estan fuertemente asociados con el cancer de ovario y
plantearon que podrian usarse en combinacion con CA-125 para distinguir entre
tumores ovaricos malignos y benignos (Lambeck et al., 2007). Sin embargo, hasta la
fecha no se han vuelto a realizar mas estudios referentes a este biomarcador con el
cancer de ovario. La IL-7 puede inducir la produccién de IL-1a, IL-18 y TNF-a por
monocitos, estas citoquinas promovidas por la /-7 parece ayudar a inhibir el
crecimiento en melanoma (Alderson et al., 1991). Algunos estudios sugieren que la IL-
7 puede mejorar respuesta linfocitaria en los tumores de prostata (Fujio et al., 2015).
La /IL-7 ha demostrado ser la citoquina mas efectiva en el aumento de linfocitos CD8+ T
citotdxicos (células T CD8+) en comparacién con IL-2 e IL4 (Lynch, Namen y Miller,
1991) lo que favorece a los tumores inmunorreactivos, disminuyendo la respuesta del

tumor.

CD137 se expresd en nuestra cohorte retrospectiva teniendo un impacto en Ia
supervivencia global [HR=0,301; 95% Cl, 0,109-0,827; p=0,020] que también se reflejo
en las gréficas de Kaplan-Meier para SG (p=0,022). CD137 es actualmente objeto de
estudio en distintos tumores inmunorreactivos como lo es el melanoma por su funcién
de activar especificamente las células T CD8 +, aumentando el rendimiento, fenotipo y
actividad funcional de los T CD8; mejorarando en gran medida la persistencia del
infiltrado linfocitario y la actividad antitumoral aumentando la supervivencia (Chacon
et al., 2013). En nuestra cohorte se comprobd que en los tumores de ovario seroso de
alto grado con niveles altos de CD137 aumenta de manera significativa la supervivencia
global (p=0,020) (figura 39). Por lo que CD137 se convierte en uno de los
biomarcadores de mayor importancia en nuestra cohorte y el que hasta el momento no

habia sido objeto de estudio en los tumores ginecoldgicos.

El resto de los biomarcadores fueron también analizados sin embargo no se obtuvieron
resultados significativos como queda representado en la tabla 16. Dichos
biomarcadores en el cancer de ovario se han encontrado en el microambiente tumoral

por método de inmunofluorescencia y muestran por primera vez el papel que juegan
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estos biomarcadores en la supervivencia en el cancer de ovario seroso (Preston et al.,

2013).
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Figura 39. Kaplan-Meier para SG de CD137. Los niveles de expresion génica se dicotomizaron
segun sus medianas. La linea azul representa pacientes con bajos niveles de expresion, mientras
que la linea verde representa pacientes con altos niveles de expresion. Los valores P se
obtuvieron usando la prueba de Kaplan-Meier.

4.8 Analisis de supervivencia multivariante

Posteriormente se realizd un analisis de regresion de Cox multivariante con el fin de
establecer biomarcadores prondstico independientes en nuestra cohorte retrospectiva
de pacientes con COSAG. Para el tiempo libre de progresion, se realizé un analisis de
supervivencia multivariante que incluia las variables significativas como fueron
respuesta al tratamiento, localizacion de la infiltracion e IL7R. Tal como se observa en la
tabla 17, IL7R se podria establecer como un potencial biomarcador prondstico
independiente para el tiempo libre de progresién [HR=3,637; 95% IC, 1,199-11,029;
p=0,023]. Asi mismo para la respuesta al tratamiento parcial y completa [HR=6,336;

95% IC, 1,918-20,924; p=0,02].
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Tabla 17. Andlisis de Regresion de Cox multivariante para TLP

Variable TLP
HR 95% IC p-valor
Respuesta al Tratamiento 6,336 1,918-20,924 0,02

Parcial - Completa

IL7R 3,637 0,199-11,029 0,023
Alto vs Bajo

IC, intervalo de confianza; HR, hazard ratio; TLP, Tiempo libre de progresion; * p <0,05.

Para la supervivencia global, se realizé al igual que para TLP un analisis de
supervivencia multivariante que incluia las variables significativas como son el tipo de
cirugia, CD137. Tal como se observa en la tabla 18. CD137 se podria establecer como un
potencial biomarcador prondstico independiente para tiempo libre de progresidon
[HR=0,274; 95% Cl, 0,094-0,800; p=0,018]. Al igual que el tipo de cirugia Optima-
Suboptima [HR=10,132; 95% IC, 3,018-34,018; p=0,001].

Tabla 18. Andlisis de Regresion de Cox multivariante para SG

Variable SG
HR 95% IC p-valor
Tipo de Cirugia 10,132 3,018-34,018 0,001
Optima-Subdptima
CD137 0,274 0,094-0,800 0,018

Alto vs Bajo

IC, intervalo de confianza; HR hazard ratio; SG supervivencia global; * p <0,05,

Capitulo II
1. Caracteristicas clinico-patolégicas

1.1 Caracteristicas de la cohorte prospectiva

La cohorte prospectiva esta compuesta por 20 pacientes, provenientes de cirugias de
cancer de ovario realizadas en el Consorcio Hospital General Universitario de Valencia
entre los afios 2016-2017; en la tabla 19 se muestran las principales caracteristicas

clinicopatoldgicas de la cohorte. En la cohorte prospectiva la mediana de edad de las
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pacientes fue de 57 afios [26-90], 70% <57 afios, seguido del 30% afios >57; con datos
similares a la cohorte retrospectiva. La mayoria de las pacientes no tenian
antecedentes oncolégicos, solo el 5% tenian antecedente de cancer de mama en
familiares de primera linea y el 95% referirian no tener antecedentes o desconocerlos
en el momento de la anamnesis de la historia clinica oncolégica. Asi mismo, la mayoria
de los casos fueron estadios Il y IV representando el 80% y sélo un 20% estadios | y Il
Datos similares a los recogidos en la cohorte retrospectiva pese a la diferencia

muestral.

En cuanto al habito tabaquico, el 15% de la cohorte eran pacientes fumadoras, una
menor proporcidn respecto a la cohorte retrospectiva. En relacion con la técnica
quirurgica, el 45% recibid una cirugia optima, un 45% cirugia suboptima y al 10% de las

pacientes restantes no se les practicd cirugia.

Respecto al tipo de tratamiento oncoldgico, el 70% recibié terapia adyuvante y el 15%
neoadyuvante. Asi mismo, solo el 15% no recibid tratamiento por distintas causas entre
las que se destacaron las comorbilidades asociadas a la paciente que contraindicaban el

tratamiento actual. (tabla 19).

Tabla 19. Caracteristicas Clinicopatoldgicas de la Cohorte Prospectiva

CARACTERISTICAS N: 20 %
EDAD
Mediana 57 [26-90]
<57 14 70%
>57 6 30%
ANTECEDENTES ONCOLOGICOS
Cancer de mama 1 5%
Cancer de ovario 0 0%
No 19 95%
ESTADIOS
-l 4 20%
-1V 16 80%

HABITO TABAQUICO
Si 3 15%
No 17 85%

96



RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS N: 20 %
CIRUGIA
Optima 9 45%
Subdptima 9 45%
No 2 10%

TRATAMIENTO

Adyuvante 12 70%
Neoadyuvante 3 15%
Sin tratamiento 3 15%

Las caracteristicas de la cohorte prospectiva en cuanto a los porcentajes de cada una
de las variables clinicopatoldgicas guarda similitud con la cohorte retrospectiva lo que
respalda que el COSAG desde el punto de vista clinico se caracteriza por ser una
patologia que se presenta mas frecuentemente en la tercera década de la vida y con un
diagnéstico generalmente que se realiza en estadios avanzados IlI/IV en donde ya se
presentan las manifestaciones patoldgicas de la enfermedad lo que dificultad para un

tratamiento efectivo en vista de la agresividad que presentan este tipo de tumores .

2. Andlisis de Expresion Génica

2.1 Cuantificacion y valoracion de la calidad del RNA de la cohorte
prospectiva

Para la determinacion relativa de la expresién génica se analizaron 20 muestras de
tumor de cdncer de ovario seroso de alto grado y tejido normal adyacente. El ARN se
aislé de pequeiias piezas de tejido (aproximadamente 10-20 mg). Se obtuvo una
concentracién éptima de ARN de todas las muestras; la mediana para los tejidos
tumorales fue de 219,05 [66,5 — 1805,1] (tabla 20).

La calidad e integridad del ARN extraido se evalu6 mediante nanoespectrofotometria
de las absorbancias de las muestras. Para ello, se determinaron las absorbancias a 260,
280 y 230 nm con el equipo NanoDrop 2000® (Thermo Scientific). Este
espectrofotometro es capaz de realizar medidas precisas con cantidades de muestra
muy pequenas, del orden de 0,5 pl. Para estimar la concentracion de ARN se utilizan las

medidas de absorbancia a 260 nm. A la vez, el equipo proporciona informacion sobre la
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pureza del ARN, mediante las ratios de absorbancia a 260/280nm y 260/ 230 nm que

deben oscilar entre 1,65 — 2 y 2 — 2,2, respectivamente para considerar una muestra

como pura.
Tabla 20. Cuantificacion del RNA cohorte retrospectiva
MUESTRA RNA NORMAL RNA TUMORAL
ng/ul 260/280 260/230 ng/ul  260/280 260/230
TUMOR 1 705,4 2,02 2,16  1855,5 2,06 2,14
TUMOR 2 176 2,03 213 1214 1,94 1,82
TUMOR 3 1805,1 2,06 2,21 2361,3 2,07 1,47
TUMOR 4 2211 2,03 2,11 868,6 2,01 2,2
TUMOR 5 1072 2,02 2,06 2355,3 2,08 2,17
TUMOR 6 181,2 2 2,24  1320,6 2,04 2,14
TUMOR 7 1016,7 2,06 2,16 163,5 1,88 2,93
TUMOR 8 66,5 2,07 2,08 370,5 2,06 2,05
TUMOR 9 293,3 2,03 2,17 23193 2,08 2,18
TUMOR 10 129,8 1,94 2 1356,5 1,95 2
TUMOR 11 4506 2,01 2,09 13394 2,05 2,17
TUMOR 12 217 2,02 2,15  2908,7 2,04 2,11
TUMOR 13 125,2 2,01 1,76 4009 2,04 2,1
TUMOR 14 240 2,02 1,9 2889 2,07 2,12
TUMOR 15 161,7 2,04 2,05 3395,5 2,05 2,11
TUMOR 16 374,8 2,01 1,72  2305,2 2,05 2,03
TUMOR 17 785,5 1,96 2,12 3345,9 2,03 2,02
TUMOR 18 188,6 2,07 2,06 4147.,5 2,04 2,09
TUMOR 19 183,5 2,06 2,06 596,2 2,01 1,8
TUMOR 20 68,7 2,05 2,02 4734,6 2,04 2,12

En la cohorte prospectiva se resalta la cantidad de ARN que se obtuvo de la extraccién
ARN con ratios dentro de los limites normales lo que demuestran estos datos la calidad
del ARN el cual no tenian ningun grado de contaminacién y del que se pudieron
almacenar cantidades suficientes para estudios posteriores. A diferencia de la cohorte
retrospectiva el cual fue obtenido de muestras de parafina con gran cantidad de tejido
necrotico por lo que las cantidades de ARN fueron menores sin embargo no dificulté

para la realizacion de las técnicas moleculares.

2.2 Anadlisis de Expresion Génica Relativa de la cohorte prospectiva

El analisis de la expresion génica de los 20 genes analizados: CD4, CD8, TGFB1, CTLA-4,

98



RESULTADOS Y DISCUSION

IL-10, FOXP3, CD25, CD127, CXCX4, IDO, PD-1, PD-L1, PDL-2; OX40, OX40L, ICOS, ICOS-L;
galectina 9; CD137, CD137L se realizé en una cohorte prospectiva de 20 pacientes con
COSAG. Los niveles relativos de expresion génica se basaron en la expresion de los 20
genes diana analizados en tejidos tumorales frente a tejido normal adyacente; éstos se
normalizaron contra genes enddgenos y se calcularon usando la férmula matematica

de Pfaffl (Pfaffl, 2001).

La expresion de cinco genes enddgenos (ACTB, HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA) se ensayd
en un subconjunto que comprende aproximadamente el 30% de las muestras con el fin
de establecer el mejor control interno. Para este propdsito, utilizamos el software
Genorm, Bestkeeper, Normfinder y Delta Ct y fueron comparados por orden de
prioridad que indicé que la opcion mas estable era la combinacién de los 5 ACTB,
HPDR1, CDKN1B, GUSB, PPIA ver figura 23. Siguiendo el procedimiento propuesto por
Vandesompele et al., se calculdé un factor de normalizacidén basado en la expresién de
estos cinco genes enddgenos utilizando la media geométrica (Vandesompele et al.,

2002).

De esta manera, los resultados se expresan en relacién entre la expresién del gen
analizado y la de los genes de referencia enddgenos que son ACTB, HPDR1, CDKN1B,
GUSB, PPIA en comparacion en la muestra tumoral con respecto al tejido normal
adyacente a diferencia de la cohorte retrospectiva que no contdbamos con tejido

normal adyacente.

Los niveles de expresidon de los genes estudiados se expresaron como valores de
cuantificacion relativa (figura 40). Se considero que un gen estaba sobreexpresado en
muestras tumorales en comparacion con el tejido normal cuando la mediana de la
expresion del gen relativo cuando la mediana de expresién era superior a 2 (2x), e
infraexpresado si la mediana tiene un valor por debajo de 0,5 (0,5x), Por tanto, usando
este criterio nuestros resultados mostraron que FOXP3 (3,2x), ICOSL (2,1x), IDO1 (3,7x),
PD-1 (2,9x), CD137 (3,5x) se encontraba sobreexpresado en el tejido tumoral en
relacion con el tejido normal adyacente. Para visualizar mejor estos resultados, fueron

normalizados con log2 seguidamente su media se representé (figura 39).
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Figura 40. Representacion grdfica de la expresion génica relativa de la cohorte prospectiva.
Esta grdfica representa el log2 de la media de la expresion génica relativa para cada gen. Los
resultados representados son log2 media * error tipico de la media.

En ambas cohortes se aprecia la sobreexpresion FOXP3 con una mediana de 2,65 (0,02-
85,2) este tipo de hallazgo no ha sido reportado en ovario pero si ha sido reportados en
otros tipos de cdncer (Gerber et al., 2014). Es un factor regulador de la transcripcién
gue participa directamente en la funcion de las células reguladoras T (CD4+). La
expresion de FOXP3 también se induce transitoriamente en células T CD4+ y CD8+ tras
la estimulacion (Roncador et al., 2005). Otro de los hallazgos encontrado al igual que en
la cohorte retrospectiva fue la sobreexpresion de IDO-1 con una mediana 1,76 (0,01-
77,19) cuya funcién es la de supresion inmune que culmina en efectos negativos sobre
los linfocitos T (Godin-Ethier et al., 2011). Numerosos estudios han demostrado que
IDO1 estd altamente expresado en multiples tipos de cancer humano y que los niveles
de transcripcion de genes para IDO1 destacan su fuerte asociacidn con la infiltracion de

células T (Zhai et al., 2018).

Uno de los puntos de control inmunoldégico mas estudiados hoy en dia es PD-1 el cual
se sobreexpres6 en ambas cohortes con una mediana de 1,32 (0,01-58,12).
Expresado en el COSAG, PD-1 junto a sus dos ligandos PD-L1 y PD-L2, da como

resultado la inhibicion de la sefializacion de las células T(Gaillard y Secord, 2016). Al
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igual que en la cohorte retrospectiva se evidencio la sobreexpresion de /ICOSL con una

mediana 2,43 (0,50-18,47).

El CD137 o también llamado TNFRSF9 lo encontramos sobreexpresado al igual que en
la cohorte retrospectiva. Este biomarcador es un importante coestimulador del sistema
inmune (figura 41) su papel de importancia se encuentra basado en la coestimulacion
gue tiene sobre los linfocitos CD8 citotdxicos cuya funcidn es atacar el tumor. Resaltar
gue en ovario no se han llevado a cabo estudios con este biomarcador pero si en otros
tipos de tumores en los que se resalta su papel en el microambiente tumoral
(Makkouk, Chester y Kohrt, 2016). En ambas cohortes se encontré sobreexpresado este
biomarcador y en la cohorte retrospectiva asociado a mayor supervivencia por lo que

este marcador abre la ventana a nuevos tratamientos inmunoterapicos en cancer.

En la actualidad no se han llevado estudios a cabo con este biomarcador sin embargo si
gue se conoce su papel ampliamente en el sistema inmune. Se basa en su capacidad
para inducir la activacion de los linfocitos T citotéxicos (CTL) y entre otras altas
cantidades de IFN-y. Ademas de su capacidad de coestimular a las células T, las sefiales
vuelven a las células presentadoras de antigenos promoviendo su activacién y

diferenciacion (Zhao et al., 2009).

ELIMINACION

cD8

Figura 41. Mecanismo CD137. Imagen que resume el papel del CD137 como coestimulador
del linfocito CD8 citotdxico; con un papel de inmunoactivador del sistema inmune contra la
célula tumoral.
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2.3 Correlaciones de los biomarcadores con las variables
clinicopatologicas

Se llevaron a cabo pruebas no paramétricas como las pruebas U de Mann-Whitney,
Kruskal Wallis y Chi-cuadrado para investigar la asociacion de marcadores inmunoregu-

ladores con caracteristicas clinicopatoldgicas (tabla 21).

Tabla 21. Correlacion de biomarcadores con variables clinicopatoldgicas

Variable Gen N Mediana  Rango[min-max] p-valor
Habito Tabaquico CTLA4 Fumador 2 6,0452 4,03-8,06 0,032

No Fumador 18 1,7975 0,04-7,42

Estadio FIGO 1COS 1/l 8 0,4797 0,04-1,83 0,022
m/v 12 2,5989 0,34-8,06

LGAL9 I/l 8 0,4679 0,04-1,80 0,018
/v 12 | 1,8679 0,52-9,29

CcD137L I/l 8 0,4797 0,04-1,34 0,028
m/v 12 1,3391 0,36-8,06

La prueba U de Mann-Whitney reveld que habia varias asociaciones significativas entre
la expresion de diferentes genes y las variables clinicopatoldgicas tales como habito
tabaquico y el estadio FIGO (tabla 21). En cuanto al hdbito tabaquico se encontré ma-
yor expresion de CTLA4 en las pacientes fumadoras relacién de relevancia ya CTLA4
interviene en las vias inhibitorias (Eastwood et al., 2010). En cuanto al estadio FIGO
ICOS, LGAL9 y CD137L (figura 42) se encontré mas expresado en los estadios IlI/IV de la
FIGO vs I/Il. Estos hallazgos aun no han sido vistos en el cancer de ovario sin embargo
nos ayuda comprender mas el comportamiento de estos tumores en el que los estadios
mas avanzados como los son los estadios IlI/IV que estan caracterizados por mayor ex-
tension de la tumoracidn con invasion linfatica por lo que estos biomarcadores pueden

cursar con un efecto de inmunosupresion favoreciendo al crecimiento tumoral. Es sabi-
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do que la galactina-9 (LGAL9) como se comentd en los apartados anteriores es un gen
gue desempeifia un papel en la inmunoregulacion induciendo a la apoptosis de células
T razén que podria explicar el comportamiento térpido de estos tumores (Ito

etal., 2012)

5004 P=0,022 5001 P=0,028

3,00+

1,00 1,00 }:

0,00 0,00

95% IC ICOS
»
95% IC TNFSF9

8
i
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1T 1

T T
i AV
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Figura 42. Estas figuras representan la correlacién entre variables clinicopatoldgicas y
marcadores de expresion génica. a) Representacion de la expresion de ICOS segun el estadio
FIGO (0=I/11' Y 1=Ill/1V, b) representacién de CD137L segun el estadio FIGO y c) Galectina-9 con
el estadio FIGO. Las barras de error representan el intervalo de confianza (IC) del 95% de la

media.
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Nuestro estudio en ambas cohortes nos ha ayudado a comprender en mayor
profundidad el comportamiento del COSAG y el importante papel que juega el
microambiente tumoral en la evolucién de esta enfermedad, como queda representado
en la figura 43. En la presente tesis doctoral hemos podido evidenciar la expresion
elevada de biomarcadores caracteristicos de la poblacion Tregs. Dentro de los
marcadores con elevada expresidon se encuentran inmunosupresores como FOXP3,
CD25, CXCR4, estos hallazgos podrian explicar el mal prondstico que presenta este tipo
de tumores, aunque mas estudios son necesarios para poder discernir el papel de cada
una de las moléculas implicadas en el microambiente tumoral. Adicionalmente resaltar
los genes de inmunocheckpoints con elevada expresién como lo son CTLA4, PD-L1, PD-
L2, OX40, ICOS, ICOSL, genes que pueden abrir nuevas opciones terapéuticas en
inmunoterapia dentro del COSAG como ya ha sido demostrado en otras neoplasias.
Adicionalmente de todos los marcadores analizados cabe destacar los niveles elevados
de CD137, su funcion en el sistema inmune es la de coestimular a los linfocitos T
citotdxicos para atacar la célula tumoral ver figura 43; siendo un marcador de

prondstico independiente en la serie retrospectiva.

Célula

Dendritica

Linfocito
T CD8+

Anti-CTLA-4 Ab

; AntiPD-1Ab

Célula
Macréfago ' tumoral

Figura 43. Mecanismo de estimulacion del CD137 sobre el sistema inmune como molécula
estimuladora, estimulando a los linfocitos T citotdxicos CD8 desencadenando un proceso en
cascada cuyo fin es disminuir la respuesta del tumor.
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CONCLUSIONES:

1. El cancer de ovario seroso de alto grado es un tumor inmunogénico con una elevada
expresion de genes asociados a la poblacion Treg (CTLA-4, FOXP3, CD25, CXCR4) y me-
diadores involucrados en el control de los checkpoints inmunoldgicos (PD-1, PD-L1, PD-

L2, OX40L, ICOS, ICOS-L, CD137).

2. Las técnicas histopatoldgicas empleadas revelaron que el patrén de infiltrado linfoci-
tario que mas predomind en la cohorte retrospectiva fue el peri-intratumoral con un

patrén difuso.

3. Los analisis de correlacion revelaron asociaciones entre los genes estudiados y carac-
teristicas clinico-patoldgicas como habito tabaquico (TGFB1,; IDO1), grado histoldgico

(CD8), recaida (IDO1) y estadio FIGO (FOXP3, PD-L2, CXCR4).

4. En la cohorte prospectiva se validaron genes checkpoints inmunoldgicos de la cohor-
te retrospectiva, observando una sobreexpresidon de FOXP3, IDO1, PD-1, ICOSL, CD137

en tejido tumoral frente al tejido adyacente no tumoral.

5. El infiltrado linfocitario intratumoral con patrén difuso se correlaciond con mejor
supervivencia global. Ademas, altos niveles de expresion de /L7 se asociaron significati-
vamente con mayor tiempo libre de progresiéon, y elevados niveles de CD137 se rela-

cionaron con una mayor supervivencia global.

6. Los resultados presentados en esta tesis proponen la existencia de diferentes bio-
marcadores inmunes que pueden ayudar con el manejo terapéutico de estos tumores,
como es CD137 biomarcador prondstico independiente en supervivencia global en la
serie retrospectiva; lo que podria abrir un abanico de posibilidades en futuras estrate-

gias terapéuticas.
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ANEXOS

1. Grdficas de Kaplan-Meier de la cohorte retrospectiva

Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) de los andlisis de expresion de (a) PD-L2, (b)

TGFB1, (c) CDS8, (d) CD25

1,0 PDCDILG2
I 1Low
—ITHigh
0,8
= 06
2
>
-
=
@D g4
0,2
0,04 p= 0,683
T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
OS (months)
C
1,09 cos
—Low
~ITHigh
0,81 I
= 0,6
2
S |
=
A |
W 04
0,24
0,0 p= 0,621

100,00
OS (months)

T
50,00

T T
150,00 200,00

1,0 TGFB1
I 1Low
I High
0,84
= 056
2
>
=
3
0,4+
0,2
0,0 p=0,174
T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00
d 0OS (months)
1,09 cD25
I Low
I THigh
0,84 “q
T 0.6 \—‘
>
2 t
£
=]
[Z T
L
0,2
0,0 p=10,249
T T T T T
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00

OS (months)

Figura 44. Kaplan-Meier para SG a) PDCD1LG2, b) TGFB1, c) CD8, d) CD25. Los niveles de
expresion génica se dicotomizaron segun sus medianas. La linea azul representa pacientes con
bajos niveles de expresion, mientras que la linea verde representa pacientes con altos niveles de
expresion. Los valores P se obtuvieron usando la prueba de Kaplan-Meier.
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Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) de los andlisis de expresion de (e) IL-7, (f)

CD4, (g) FOXP3, (h) PD-L1
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Figura 45. Kaplan-Meier para SG e) IL7R, f) CD4, g) FOXP3, h) CD274. Los niveles de expresion
génica se dicotomizaron segun sus medianas. La linea azul representa pacientes con bajos
niveles de expresion, mientras que la linea verde representa pacientes con altos niveles de
expresion. Los valores P se obtuvieron usando la prueba de Kaplan-Meier.
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Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) de los andlisis de expresion de (i) Galectina-

9, (j) ICOS, (k) CTLA4, (1) ICOSL
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Figura 46. Kaplan-Meier para SG i) LGALSY, j) ICOS, k) CTLA4, 1) ICOSL. Los niveles de expresion
génica se dicotomizaron segun sus medianas. La linea azul representa pacientes con bajos

niveles de expresion, mientras que la linea verde representa pacientes con altos niveles de
expresion. Los valores P se obtuvieron usando la prueba de Kaplan-Meier.
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Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) de los andlisis de expresion de (m) CXCR4,
(n) IDO1, (o) PD-1 y tiempo libre de progresion (TLP) (p) TNFRSF4
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Figura 47. Kaplan-Meier para SG m) CXCR4, (n) IDO1, (o) PD-1 y TLP (p) TNFRSFA4. Los niveles de
expresion génica se dicotomizaron segun sus medianas. La linea azul representa pacientes con
bajos niveles de expresion, mientras que la linea verde representa pacientes con altos niveles de
expresion. Los valores P se obtuvieron usando la prueba de Kaplan-Meier.
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Kaplan-Meier de supervivencia global (SG) del andlisis de expresion de (q) TNFRSF4, (r)
Tiempo libre de profesion CD137.
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Figura 48. Kaplan-Meier para SG (q) TNFRSF4, (r) Tiempo libre de profesion CD137. Los niveles
de expresion génica se dicotomizaron segun sus medianas. La linea azul representa pacientes
con bajos niveles de expresion, mientras que la linea verde representa pacientes con altos
niveles de expresion. Los valores P se obtuvieron usando la prueba de Kaplan-Meier.
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