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l. RESUMEN

Los agentes de platino y taxanos son la quimioterapia estdndar para tratar el cancer epitelial de
ovario desde hace méas de 30 afios, sin embargo, 70% de las pacientes presentan resistencia a
estos medicamentos. En un esfuerzo por identificar las vias celulares y las proteinas especificas
gue favorecen la quimiorresistencia a carboplatino y paclitaxel en las neoplasias ovéricas, a traves
de un enfoque protedmico basado en cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
se analizd la expresion de proteinas en tejidos de pacientes con cancer epitelial de ovario
quimiorresistentes a carboplatino y paclitaxel en comparacion con tejidos de ovario libres de cancer
y con cancer epitelial de ovario de pacientes que no fueron sometidas a tratamiento y la probable
relacion entre las proteinas diferencialmente expresadas con la quimiorresistencia. Se encontraron
perfiles de expresion diferencial en proteinas con actividad de transporte entre las pacientes que
no recibieron quimioterapia antes de la cirugia en comparacién con las pacientes que recibieron
guimioterapia neoadyuvante que no mostraron sobreexpresion de proteinas con esta funcion.
También se observaron diferencias en proteinas con actividad catalitica como oxidorreductasas:
citocromo C1 y citocromo oxidasa, en la paciente con quimioterapia adyuvante. Mientras que en
las pacientes con quimioterapia neodyuvante predominaron las proteinas de unién a receptores,
como galectina 1, S100A7, factor de crecimiento derivado de hepatoma y la proteina 2 relacionada
con el factor de crecimiento derivado de hepatoma. En las pacientes que recibieron quimioterapia
neoadyuvante la quimiorresistencia podria ser consecuencia de la disminucion en la expresiéon de
proteinas transportadoras que permitan el ingreso del platino a las células tumorales o por la
activacion de vias de proliferacion a través de las proteinas de unién a receptores. Por otro lado
las proteinas citocromo C1 y citocromo oxidasa pueden estar favoreciendo la quimiorresistencia
intrinseca en la paciente que recibié quimioterapia adyuvante. La expresion diferencial sugiere que
los mecanismos moleculares de quimiorresistencia son distintos de acuerdo con la administracion
de quimioterapia neoadyuvante versus adyuvante, por lo que es necesario evaluar los patrones
proteicos que se presentan antes y después de la administracion sistémica de los

guimioterapéuticos en una poblacién mayor.

Palabras clave: cancer epitelial de ovario, carboplatino, paclitaxel, quimiorresistencia, proteémica,
LC-MS/MS.



I. ABSTRACT

The agents of platinum and taxanes are the standard chemotherapy to treat ovarian
epithelial cancer for more than 30 years, however, 70% of patients have resistance to these
medications. In an effort to identify the cellular pathways and specific proteins that favor the
chemoresistance to carboplatin and paclitaxel in ovarian neoplasms in this investigation
through a Proteomics approach based on liquid chromatography coupled to mass
spectrometry, protein expression was analyzed in tissues of patients with epithelial ovarian
cancer chemo-resistant to carboplatin and paclitaxel in comparison with ovarian tissues free
of cancer and with ovarian carcinomas from patients who were not subjected to treatment
and the probable relationship between differentially expressed proteins with
chemoresistance. Differential expression profiles were found in proteins with transport
activity among patients who did not receive chemotherapy before surgery compared to
patients who received neoadjuvant chemotherapy who did not show overexpression of
proteins with this function. Differences were also observed in proteins with catalytic activity
such as oxidoreductases: cytochrome C1 and cytochrome oxidase, in the patient with
adjuvant chemotherapy. While in patients with neoadjuvant chemotherapy, receptor binding
proteins predominated, such as galectin 1, S100A7, growth factor derived from hepatoma
and protein 2 related to hepatoma-derived growth factor. In the patients who received
neoadjuvant chemotherapy, chemoresistance could be a consequence of the decrease in
the expression of transport proteins that allow the entry of platinum to tumor cells or by the
activation of proliferation pathways through receptor binding proteins. On the other hand,
the cytochrome C1 and cytochrome oxidase proteins may be favoring the intrinsic
chemoresistance in the patient who received adjuvant chemotherapy. The differential
expression suggests that the molecular mechanisms of chemoresistance are different
according to the administration of neoadjuvant versus adjuvant chemotherapy, so it is
necessary to evaluate the protein patterns that occur before and after the systemic

administration of chemotherapeutics in a larger population.

Key words: epithelial ovarian cancer, carboplatin, paclitaxel, chemoresistance,
proteomics, LC-MS/MS.
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1. INTRODUCCION

El cancer epitelial de ovario (CEO) es el mas frecuente de las neoplasias ovéaricas con 90%
de los casos y la principal causa de muerte por neoplasias ginecoldgicas a nivel mundial
(IARC, 2012; Ferlay et al; 2015). Esto se debe principalmente al diagnéstico en etapas
avanzadas (Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia [FIGO] Il y IV), es decir
cuando el cancer se ha diseminado méas alla de los ovarios y ha alcanzado érganos
abdominales adyacentes o fuera de la cavidad abdominal (Bast 2009). El diagnéstico tardio
es consecuencia de la falta de pruebas de tamizaje que permitan la deteccion temprana,
debido a que la mayoria de los biomarcadores propuestos carecen de una buena
especificidad y valor predictivo positivo para la enfermedad en estadio temprano (Taylor et
al., 2009; Zhang et al., 2011).

El CEO en estadio | es curable en el 90% de los casos, mientras que la supervivencia a 5
afios para los estadios avanzados, es inferior al 21% (Heintz et al., 2006; Siegel et al.,
2016). El tratamiento estandar del CEO es la citorreduccion completa seguida de la
administracion de quimioterapia adyuvante es decir que los medicamentos se administran
posteriormente de haberse realizado la cirugia primaria, este régimen de quimioterapia se
basa en la combinacion de cisplatino o carboplatino y taxanos principalmente paclitaxel
(Agarwal y Kaye 2003; Marth et al., 2017). El platino es un agente alquilante que se une
covalentemente a las purinas del DNA formando intracadenas que interfieren con los
mecanismos de reparacion de dafio al DNA (Dasari y Tchounwou 2014; Johnstone 2015),
mientras que el paclitaxel se une de forma no covalente a los microtubulos afectando la
estabilidad y la formacion del uso mitético provocando el arresto de las células en la fase

G2y evita su paso a la fase M, por lo cual inducen apoptosis (Parness y Horwitz 1981).

Una variaciéon del tratamiento estandar es administrar agentes de platino y taxanos como
guimioterapia neoadyuvante, es decir, antes de realizar cirugia primaria, seguido de una
cirugia de intervalo. Este régimen es aplicado en pacientes con tumores que no pueden
ser removidos debido a su gran tamario, el objetivo de este esquema de quimioterapia es
reducir el tamafio del tumor y posteriormente realizar una cirugia menos invasiva (Manher
et al., 2016).
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Las pacientes tratadas con quimioterapia adyuvante tienen una respuesta inicial favorable
durante su tratamiento primario, sin embargo, la mayoria de las pacientes en etapas IlI-1V
presentan recaida dentro de los primeros 6 y 12 meses después del dltimo ciclo de
tratamiento, a esta respuesta se le conoce como quimiorresistencia (Davis et al., 2014).
La quimiorresistencia representa el principal obstaculo para mejorar la supervivencia libre
de enfermedad y la supervivencia general en las pacientes con CEO, ya que la
enfermedad recurrente no es curable (Galluzzi et al., 2012).

Se desconoce la base molecular de la resistencia al platino, diversos estudios han
reportado que es de naturaleza multifactorial y numerosos mecanismos parecen estar
involucrados. Muchas células quimiorresistentes muestran un fenotipo pleomorfico, es
decir, presentan alteracion en diversas vias de sefializacion celular que implican
disminucién en la absorcion de platino, aumento en el eflujo de los medicamentos,
tolerancia o reparacion del dafio al DNA y resistencia a la apoptosis (Kelland, 2007; Zheng,
2017).

Se ha propuesto que la resistencia a los agentes de platino y taxanos puede ser propia de
las células tumorales (resistencia intrinseca) o desarrollarse por exposicion a los farmacos

guimioterapéuticos (resistencia extrinseca o adquirida) (Stewart, 2007; Lippert, 2008).

La resistencia intrinseca se refiere a la capacidad de las células cancerosas para no
responder al tratamiento desde el inicio de la quimioterapia (Stewart, 2007; Liu et al., 2012)
y se asocia con los mecanismos de supervivencia que desarrollan las células tumorales
independiente de la quimioterapia, por ejemplo, el aumento en la expresion de proteinas
antioxidantes necesarias para reducir el estrés oxidativo, estas proteinas tienen afinidad
por el platino y al unirse al medicamento evitan que llegue a su sitio blanco (Liu et al.,
2012).

La resistencia adquirida se atribuye a alteraciones genéticas y epigenéticas que se
producen como consecuencia de la exposicion a los farmacos quimioterapéuticos, los
cuales alteran la sintesis de DNA, inducen dafio al DNA e impiden la despolimerizacion de

microtubulos, estos efectos pueden ser tolerados por la célula, evitando la activacion de
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las vias de apoptosis y adquiriendo un fenotipo mas agresivo y quimiorresistente (Liu et
al., 2012).

Recientemente se han reportado biomoléculas y agentes potenciadores de citotoxicidad
implicados en la quimiorresistencia intrinseca o adquirida a platino y paclitaxel y otros
farmacos de segunda linea en cancer de ovario y otros tipos de cancer. Estos trabajos han
sido desarrollados en lineas celulares tumorales, sin embargo, estos modelos no
representan en su totalidad las complejas interacciones entre los tumores y su ambiente.
Por lo antes expuesto, esta investigacion tiene como propésito analizar la expresion
diferencial de proteinas, a través del analisis masivo de proteinas mediante cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS) en tejidos de pacientes con CEO
quimiorresistentes en comparacion con tejidos de CEO que no han sido sometidos a
guimioterapia y tejidos de ovario libres de cancer (OLC) y analizar la relacion entre las
proteinas diferencialmente expresadas con su funciébn biolégica y su probable

participacion en la quimiorresistencia.
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V. MATERIALES Y METODOS

Etica, consentimiento informado y captacion de muestras

El estudio fue aprobado por la Subdireccion de Ensefianza e Investigacion del Instituto
Estatal de Cancerologia “Dr. Arturo Beltran Ortega” (IECan) de Acapulco, Gro. (FO-INV-
AUT-04/2017). Se incluyeron en el estudio nueve tejidos, cinco corresponden a pacientes
diagnosticadas con cancer epitelial de ovario (CEO) y cuatro a pacientes con ovarios libres
de cancer (OLC). Las caracteristicas del tratamiento con quimioterapia administrado a las
pacientes son las siguientes: dos pacientes con CEO recibieron quimioterapia
neoadyuvante que se refiere a la administracion de farmacos antineoplasicos antes de ser
intervenidas quirdrgicamente con el objetivo de disminuir la carga tumoral y poder realizar
la citorreduccion, una paciente con CEO recibié quimioterapia adyuvante esta se
administré por vez primera posterior a la cirugia citorreductora y dos pacientes con
diagnostico de CEO que al momento de la cirugia no habian recibido tratamiento con

guimioterapia y posterior a la cirugia no recibieron tratamiento por fallecimiento.

Las muestras que se incluyeron en el estudio permitieron comparar tres perfiles de

expresion de proteinas de acuerdo con el momento de la administracion de quimioterapia:

1) Perfil de expresion de proteinas en células tumorales sin exposicion a farmacos,
se refiere a las pacientes que al momento de la toma de muestra no habian
recibido tratamiento con quimioterapia: muestras CEO2-SinQT, CEO4-SinQT y
CEO11-QTad, esta ultima muestra corresponde a una paciente que posterior a
la cirugia recibié quimioterapia con carboplatino y paclitaxel.

2) Perfil de expresion de proteinas en células tumorales posterior a la exposicion
a farmaco, se refiere a las pacientes que recibieron quimioterapia
neoadyuvante: muestras CEO6-QTneo y CEO7-QTneo, que se analizaron
como un pool que se identifica con el folio CEO67-QTneo.

3) Perfil de expresion basal de ovario libre de cancer: OLC1, OLC2, OLC3y OLCA4.

Se excluyeron las pacientes que habian sido tratadas con cirugia preventiva: como
histerectomia simple o salpingo-oferectomia unilateral. Los tejidos de OLC fueron

obtenidos de pacientes que recibieron histerectomia radical debido a la presencia de
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cancer cervical, pero que los ovarios no presentaron alteraciones aparentes corroboradas
por diagndéstico histopatolégico. Las pacientes que aceptaron participar en el estudio lo
hicieron con base en el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de
investigacion para la salud, basado en la declaracién de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial y firmaron consentimiento informado. Los nombres de las pacientes y nimeros de
expediente se mantuvieron confidenciales y se asignaron folios exclusivos del Laboratorio

de Biomedicina Molecular (LBM) de la Facultada de Ciencias Quimico Bioldgicas.

Se obtuvieron muestras de tejidos de 2g aproximadamente y se preservaron en
amortiguador de fosfato salino (PBS) 1X estéril y fueron almacenados a -70°C hasta su
procesamiento. Una biopsia adicional de la misma zona fue enviada al Departamento de
Patologia del IECan para el diagndstico histopatolégico del tumor.

Procesamiento de las muestras

Lisis celular

Los tejidos fueron descongelados y lavados 3 veces con PBS 1X estéril, se retir6 el PBS
y los tejidos fueron macerados en morteros de porcelana con 1 mL de amortiguador de
lisis (Tris-HCI 5 mM, EDTA 2 mM y Nonidet P-40 al 1%, 200 uL de coctel de inhibidores
de proteasas (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) que incluye AEBSF 2 mM, aprotinina
0.3 uM, bestatina 116 uM, E-64 14 uM, leupeptina 1 uMy EDTA 1 mM. El lisado se incubd
30 minutos en hielo. Posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm durante 5 minutos a 4 °C,

se colecto el sobrenadante y se etiqueté como extracto total (ET).

Cuantificacion de proteinas

Las muestras se cuantificaron mediante el método de Bradford modificado (Bradford
1976). El reactivo de Bradford concentrado se diluyé en una proporcion 1:4 con agua
destilada. Se preparé una solucion acida con 10 pL de HCI 0.12 N mas 1 mL de agua. En
un tubo eppendorf se colocaron 36 pL de la solucién acida mas 4 pL de la muestra de
proteinas previamente solubilizada en el amortiguador tributilfosfina (TBP) y se adiciono
1.4 mL del reactivo de Bradford previamente diluido, se homogenizo y se realiz6 lectura

de la absorbancia a 595 nm.
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Electroforesis unidimensional
Los extractos de proteinas fueron sometidos a SDS-PAGE al 12 % de acuerdo al protocolo
descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). El corrimiento se realiz6 a 30 mA durante 1 hora

aproximadamente.

Eliminacién de albumina e IgG

Los extractos de proteinas totales de los tejidos de CEO y OLC fueron sometidos a
eliminacion de albumina e IgG (1.5 mg de proteina de cada muestra), usando el Pierce
Albumin/lgG Removal Kit (Thermo Fisher No. Cat. 89875) como indican las instrucciones
del fabricante. Después de la eliminacion se recuperé de 53.55 ug — 108 ug de proteina

total.

Preparacién de muestras para el analisis por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de masas (LC-MS/MS)

El analisis por espectrometria de masas se realizé en el Laboratorio del Dr. Sergio Manuel
Encarnacion Guevara, Jefe del Departamento de Proted6mica del Centro de Ciencias
Gendmicas de la UNAM, con el apoyo técnico de la M en C. Magdalena Hernandez Ortiz

y el Lic. En Biologia Angel Gabriel Batallar.

Posterior a la eliminacién de proteinas abundantes se tomé del extracto proteico el
equivalente a 16.5 ug de proteina para el analisis por LC-MS/MS. Se precipitaron las
proteinas adicionando nueve volimenes de etanol frio e incubando a -20 °C toda la noche.
El precipitado se lavd tres veces con etanol al 90%. El precipitado resultante se
resuspendio en 50 pL de Tris pH 8.8, una vez disueltas las proteinas se llevd acabo la
reduccion con ditiotreitol (DTT) a una concentracion final de 100 mM, se incub6 a 40°C
durante 30 minutos, seguido de la alquilacion con iodoacetamida a una concentracion final
de 200 mM, se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos. El exceso de DTT y
iodoacetamida se eliminaron con un paso de precipitacibn con etanol descrito
anteriormente. Las proteinas modificadas se solubilizaron en una solucién que bicarbonato

de amonio 50 mM y deoxicolato 0.5% y se agregd 1 ug de tripsina porcina modificada
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grado pureza secuenciacion, la digestion se llevo a acabo a 37°C durante 16 horas. Se
realizé la extraccion del detergente con acetato de etilo y acido trifluoro-acético (TFA por
sus siglas en inglés) a una concentracion final de 0.5 % y se agitdé vigorosamente. Se
centrifugo y elimind la fase organica, se repitié el mismo procedimiento una vez mas (sin
afadir TFA), finalmente los péptidos fueron secados en speed vac y se almacenaron a -

80 °C hasta el momento de su analisis por LC-MS/MS.

Andlisis por LC-MS/MS

El analisis por LC-MS/MS se realiz6 en un sistema nano UPLC Dionex Ultimate 3000
RSLC acoplado en linea con un espectrometro de masas de alta resolucion Q-Exactive
Plus Orbitrap Mass Spectometer de Thermo Fisher Scientific. Las muestras fueron
atrapadas en una precolumna (Magic AQ C18; 3 um-200 A; 2 cm x 100 pm ID) y
posteriormente fueron separadas en un gradiente de elucién de 250 minutos empleando
una columna capilar (Easy spray columna 15 cm x 75 pum de diametro interno, pepmap
RSLC C18, 3 um). El flujo de trabajo fue de 250 nL/min y la fase movil estuvo formado por
las soluciones: A) 0.1 % acido formico en agua y B) 0.1% &cido férmico en una mezcla
80:20 (v:v) acetonitrilo:agua. Los péptidos a medida que van saliendo de la cromatografia
son analizados en el espectrometro de masas que opera en modo positivo y con
adquisicion dependiente de datos (ADD) en un rango de masas completo de 300 - 2,000
Th. Las 10 sefiales mas intensas con estados de carga dos o superiores fueron
seleccionadas en el cuadrupolo y fragmentadas con el método HCD a una energia de
colisién normalizada (ECN) del 27%. Los iones precursores se analizaron a una resolucién
de 70,000 (a 200 m/z) y los iones fragmentados se detectaron con 17 500 de resolucion.

La ventana de seleccion de los precursores es de dos Th.

Identificacién/cuantificacion de péptidos/proteinas y analisis bioinformético

El andlisis de identificacion y cuantificacion relativa de péptidos y proteinas a partir de los
espectros de masas generados fueron analizados en el Software MaxQuant V 1.6.0.16.
Para la busqueda se fij6 la enzima de corte como Arg-C y todos los residuos de cisteina

como carbamidometil-cisteina. Como modificaciones variables se incluy6 fosforilacion de
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residuos de serina, treonina y tirosina y oxidacion en metionina. Las proteinas se

identificaron con una tasa de descubrimiento falso del 0.1% empleando la estrategia

“targed decoy”, que se incluye en el programa MaxQuant. La base de datos de secuencia

de proteinas que se usO como referencia es la reportada en el repositorio UniProt

(www.uniprot.org/) para el proteoma humano como identificador UPO00005640, liberada

el 30 de abril de 2016. El analisis cuantitativo se realiz6 mediante la estrategia libre de

marcaje (label-free), son consideradas aquellas proteinas con al menos dos péptidos en

la categoria de “razor-unique”, que hayan sido identificados por MS/MS.

Analisis de |la calidad de las secuencias

El andlisis manual consistio de los siguientes de criterios:

Se cotejoé que el codigo Uniprot coincidiera con el nombre de la proteina.

Se eliminaron los cédigos Uniprot que correspondian a proteinas identificadas
con un péptido.

Se eliminaron los cédigos que correspondian a proteinas abundantes del
plasma como albumina sérica humana (ASH) e inmunoglobulinas.

Se eliminaron cddigos obsoletos, cédigos no caracterizados y codigos que ya
han sido eliminados por Uniprot debido a que pertenecian a marcos de lectura
abiertos o pseudogenes.

Se identificaron los cédigos de isoformas, estos se caracterizan por tener un
guidn (-) seguido de un namero que indica el numero de isoforma, sin embargo,
los cdédigos con estas caracteristicas no son reconocidos en otras bases de
datos en las que se realizan analisis bioinformaticos.

Se reviso la entrada de cada cédigo en Uniprot para conocer si correspondian
a proteinas revisadas (registros anotados manualmente con informacién
extraida de la literatura y analisis computacional especializado) o proteinas no
revisadas (registros analizados computacionalmente que esperan la anotacion

manual completa).
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Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de conglomerados jerarquico con el objetivo agrupar las proteinas
de acuerdo a patrones similares de expresion. Para realizar dicho analisis primero fueron
estandarizados los valores de la cuantificacion libre de marcaje (LFQ) obtenidos para cada
proteina en MaxQuant, estos valores estandarizados son llamados valores Z (Z score) y

se obtuvieron aplicando la siguiente formula:

} B o
(¢

z: Valor estandarizado o Z score

x: media de la LFQ para cada proteina
M: Valor x o valor de interés

o: desviacién estandar de las proteinas

El valor Z es igual a la media de la LFQ de cada proteina menos el valor X, dividido entre

la desviacion estandar.

Los valores Z obtenidos van de +4 a -4. Los resultados del conglomerado jerarquico se
representan con un mapa de calor en el cual la intensidad de la expresién se mide con los
valores Z comparados con la media obtenida de las cinco muestras analizadas para cada
una de las proteinas, por lo que los matices de rojo indican alto nivel de expresion (+1 a
+4) y las variaciones en los matices de verde indican bajo nivel de expresion (-1 a -4). El

andlisis estadistico se llevd a cabo con el Software RStudio V.1.1.383.
Andlisis de enriguecimiento de vias

Las proteinas identificadas por LC-MS/MS y que de acuerdo al analisis estadistico fueron
diferencialmente expresadas, se analizaron a partir de su codigo de identificacion en
UNIPROT (www.uniprot.org) en bases de datos como: Reactome
(http://www.reactome.org/), Gene Ontology (http://geneontology.org/), Panther
(http://pantherdb.org/), The human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/) para detallar

su funcién, la posible interaccién con otras proteinas y su papel en la quimiorresistencia.
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V. RESULTADOS

Tejidos bioldgicos

Los tejidos de CEO y OLC fueron obtenidos durante el periodo de agosto a diciembre de
2017. Se incluyeron en el estudio cinco tejidos de CEO que se clasificaron en tres grupos
de acuerdo con la administracion de quimioterapia: CEO con quimioterapia neoadyuvante,
que se refiere a la administracion de farmacos antineoplasicos antes de intervenir
quirargicamente a las pacientes, estas pacientes se identifican con la etiqgueta QT-neo
(2/5), CEO con quimioterapia adyuvante la cual se administra posterior a la cirugia primaria
y se identifican con la etiqueta QTad (1/5) y CEO sin tratamiento con quimioterapia y su
etiqueta es SinQT (2/5).

Se incluyeron cuatro tejidos de OLC que fueron utilizados como controles de expresion
basal para realizar la comparacion del perfil de proteinas de cada condicion. Los datos
clinicos de las pacientes que se asocian al desarrollo del cancer de ovario se muestran en
la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas que se asocian con el desarrollo de cancer epitelial de ovario.

Grupo de Folio Edad Edad de Edad de la No. de Diagndstico
pacientes . la menopausia gestas , o
(@fios)  menarca (afios) histologico
(afios)
Pacientes con CEO6-QTneo * 32 11 NA 4 Adenocarcinoma
guimioterapia seroso papilar
neoadyuvante  ceo7.QTneo * 64 11 49 14 Adenocarcinoma
(QT + cirugia + QT) seroso papilar
Paciente con CEO11-QTad 47 12 49 3 Adenocarcinoma
quimioterapia endometrioide
adyuvante

(Cirugia + QT)

CEO2- SinQT 54 14 a7 2 Adenocarcinoma
seroso papilar
Pacientes con

CEO sin recibir CEO4- SinQT 63 15 38 12 Adenocarcinoma
QT seroso papilar
OoLC1 40 12 NA 7
Pacientes libres oLC2 56 13 45 8 Ovario libre de
2 cancer
de cancer de oLC3 45 14 44 3
ovario
OoLC4 72 14 54 14

QT: quimioterapia, QTneo: quimioterapia neoadyuvante, QTad: quimioterapia adyuvante, SinQT: sin quimioterapia,
*: Tejidos analizados como un pool que se identifica con el cédigo CEO67-QTneo, NA: No aplica.
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El tipo histolégico de los carcinomas ovaricos se determind en el Departamento de
Patologia del IECan. Los tejidos captados fueron incluidos en parafina, se obtuvieron
cortes de 10 micras y se realizo tincidon con hematoxilina-eosina (H&E), para observar la
estructura, composicion y caracteristicas de los tejidos. En la Figura 1A se observa la
estructura normal del epitelio cubico simple que recubre la superficie de los ovarios, su
crecimiento en monocapa y se observa polaridad celular, en la Figura 1B se observan las
células foliculares en crecimiento en un ovario libre de cancer. Los tejidos de CEO
corresponden a los tipos histologicos: seroso papilar (4/5) (Figura 1C) y endometrioide
(1/5) (Figura 1 D).
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ovario libre de cancer, las flechas sefialan la capa
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Figura 1. Diagnéstico histopatolégico diferencial de CEO y OLC. A) Tejido d
de epitelio cubico simple que recubre la superficie de los ovarios, las estrellas sefialan el estroma ovarico, 100X, B) Células foliculares de

un ovario libre de cancer, la flecha roja sefala un foliculo primordial, la flecha verde sefala un foliculo secundario y la flecha negra indica
un foliculo antral, 40X, C) Carcinoma seroso papilar de alto grado, se observa papila con identificable infiltracion al estroma, pérdida de la
polaridad celular, crecimiento celular descontrolado, aumento en el tamafio y nimero de nucleos, 100X. D) CEO de tipo endometrioide,

se observan glandulas adosadas y bordes luminales lisos, 40X. Técnica de tincién: hematoxilina-eosina.
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Respuesta a la quimioterapia con carboplatino y paclitaxel

La respuesta a los antineoplasicos en las pacientes con diagnéstico de CEO que
recibieron quimioterapia con carboplatino y paclitaxel fue evaluada de acuerdo con la
disminucién de los niveles séricos de la glicoproteina CA125 y la disminucion o ausencia
de enfermedad residual mediante tomografia axial computarizada (TAC) en pelvis o

resonancia magnética nuclear (RMN).

Las pacientes se clasificaron en tres categorias; en la primera categoria se encuentran
las pacientes identificadas con el folio CEO6-QTneo y CEO7-QTneo ambas con
diagndstico de CEO de tipo histolégico seroso papilar y etapa clinica llIC, las pacientes
recibieron nueve ciclos de quimioterapia neoadyuvante con carboplatino en una dosis
de 450 mg/m? y paclitaxel de 210 mg/m?. La respuesta al tratamiento no fue favorable,
al finalizar el noveno ciclo de quimioterapia la paciente CEO6-QTneo mantenia niveles
séricos de la glicoproteina CA125 de 739.0 U/L y 107.0 U/L en la paciente CEQO7-
QTneo, ambas fueron catalogadas como resistentes a la quimioterapia, posteriormente
fueron tratadas con cirugia citorreductora y se observo que la paciente CEO7-QTneo
presentaba implantes en otros 6rganos de la cavidad abdominal. Debido a que las
pacientes compartian las caracteristicas clinico-patolégicas y el esquema de
tratamiento, estos tejidos fueron analizados como un pool con la finalidad de obtener la
concentracion de proteinas requerida para el analisis por LC-MS/MS vy se identifican
con el folio CEO67-QTneo.

En la segunda categoria se encuentra una paciente con el cédigo de identificacion
CEO11-QTad y diagnéstico de CEO de histotipo endometrioide, etapa clinica IlIC, que
al momento de tomar la biopsia no habia recibido ningin tipo de farmacos
guimioterapeuticos. Fue sometida a cirugia citorreductora, se tomé la biopsia, se
observd metastasis en ganglios linfaticos y recto, posterior a la cirugia le fue
administrada quimioterapia adyuvante: un ciclo de carboplatino en una dosis de 450
mg/m?y paclitaxel en una dosis de 250 mg/m?, seguido de ocho ciclos de carboplatino
en una dosis de 450 mg/m? mas ciclofosfamida (CFA) en una dosis de 1g, en el Gltimo
ciclo de este régimen de quimioterapia se emiti6 el diagnéstico de resistencia a

carboplatino, la paciente no mostré disminucién de los niveles séricos de CA125 por el
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contrario, hubo un aumento de 785.6 U/L al iniciar al quimioterapia a 850.0 U/L en el

ultimo ciclo de tratamiento y se diagnosticé metastasis en epiplon.

La tercera categoria corresponde a pacientes que fueron diagnosticadas
histolégicamente de primera vez con CEO, pero que no recibieron ningun tipo de
tratamiento debido a fallecimiento y se identifican con el cédigo CEO2-SinQT y CEO4-
SinQT (Tabla 2).
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Tabla 2. Perfil clinico de pacientes con CEO y su respuesta a la quimioterapia.

CA125 (U/L)

Respuesta ala Folio Tipo Etapa Ciclos de QT Ciclos de QT con PT Pre-  Post-
guimioterapia histologico clinica con CBP QT QT
Resistentes a QT CEO6-QT neo* Cistadenocarcinoma ][ 9 ciclos/450 9 ciclos/210 mg/m? 830.0 739.0

neoadyuvante endometrioide mg/m?
(QT+ cirugia + QT) CEO7-QT neo* Seroso papilar nc 9 ciclos/450 9 ciclos/210 mg/m? 1641.0 107.0
mg/m?
Resistentes a QT CEO11-QT ad Endometrioide lnc 9 ciclos/450 2 ciclos/210 mg/m2 + 785.6 850.0
adyuvante mg/m? 7ciclos de CFA 1g
(Cirugia + QT)
CEO2-SinQT Seroso papilar lnc NA NA 527.1 527.0
Pacientes con CEO
sin recibir QT 345.2
CEO4- SinQT Seroso papilar lnc NA NA 345.2

CEO: cancer epitelial de ovario, QT: quimioterapia, QTneo: quimioterapia neoadyuvante, QTad: quimioterapia adyuvante, SinQT: sin quimioterapia, CBP:
carboplatino, PT: paclitaxel, Pre-QT: previo a la quimioterapia, Post-QT: posterior a la quimioterapia NA: No aplica, *: Tejidos analizados como un pool que se
identifica con el cadigo CEO67-QTneo.
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Identificacidon y cuantificacion de proteinas por cromatografia liguida acoplada a

espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Para analizar el perfil de expresion de proteinas en los nueve tejidos se realizd LC-
MS/MS. Los espectros de masas generados por el Q-Exactive Plus Orbitrap Mass
Spectometer de Thermo Fisher Scientific fueron analizados en el Software MaxQuant
V.1.6.0.16 y arrojo una lista de 3071 codigos Uniprot, estos datos fueron exportados a
Excel para generar una base de datos que contiene los cddigos Uniprot de cada
proteina, nimero de péptidos con el cual fueron identificadas, el porcentaje de cobertura
de los péptidos, la cuantificacion libre de marcaje (LFQ por sus siglas en inglés)
expresada como intensidad, nombre del gen que codifica para esa proteina, entre otros

datos como se observa en la siguiente figura representativa (Figura 2).
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Bl A X fr Protein names
A B | C D E F G H I K L M N Q P Q
Unique +
_ _ _ Raz_or + Razor + Rafor + sequence razor _ IFa IFa IFa
: i} Number of ~ Peptides Peptides Peptides unique unique Mol. weight ] } . i . }
Protein 1Ds Protein names Gene names . Peptides A . A coverage sequence intensity intensity intensity
proteins CEO11A CEO11b CEO1lc peptides peptides peptides [kDa]
CEOL1A CEO11b CEO11c [%] coverage CEO11A CEO11b CEO11c

1 |9é|
2 _ADAO24C!ZXE Serpin B6 SERPINBS 4 15 1 1 0 1 1 0 55 55 43.024 ] 0 0
3 |ADAO24ROT9 Apolipoprotein C-11;Pro APOC2;APOC4-, 5 2 (¢} 0 0 0 o] 0 28.7 29.7 11.284 4] 0 0
4 :ADAO24R215 Hepatoma-derived grov HDGFRP3 2 3 1 2 2 [+] 0 0 15.7 7.4 22,619 0 0 0
5 |ADAD24R4ES Vigilin HDLBP 23 9 10 8 9 10 8 18.7 187 141.44 325660000 161250000 171120000
6 |ADAO24R4MI40S ribosomal protein :RPS9 6 7 4 6 3 4 6 3 33 33 22591 0 0 66099000
7 |ADAO24R571EH domain-containing |[EHD1 7 7 1 1 0 1 1 0 214 187 61927 [+] 0 0
8 :ADAOZﬂ-R?W YTH domain-containing YTHDF3;YTHDF1 8 2 Q 1 2 [+ 1 2 4.3 4.3 58.311 4] 6106300 0
9 |ADAD24RAS2 Proteasome subunit alj PSMA2 5 6 4 5 4 4 5 4 41 41 25.898 93105000 112540000 108490000
10 | FSH796;A0A( Diablo homelog, mitocI DIABLO 11 4 2 1 0 2 1 0 56.1 56.1 17.785 0 0 0
n _ADAO24RCR5 Large proline-rich prote BAT3;BAG6 22 4 2 2 0 2 2 0 7.8 7.8 1187 15275000 0 0
12 _ADAOS?WVB Dystrophin DMD 17 13 o [} 0 [+ 4] 0 4.2 3.7 426.09 4] 0 0
13 |K7ERP4;K7EK Glutathione peroxidase GPX4 11 3 [+] (o} [} 0 o 0 28.4 28.4 17.629 0 0 0
14 | ADADS7WT21 Protein VAC14 homolog VAC14 2 4] 1 1 0 1 1 12.4 12.4 20.497 0 0 4184500
15 :ADAOS?)(DUEAmino acid transporter SLC1A3 4 1 1 0 0 1 0 0 4.7 4.7 47.099 [v] 0 V]
16 _ADAOS?WTQ! Ester hydrolase Cllorf!Cl1orfS4 13 8 4 4 4 4 4 4 395 39.5 28.683 65697000 125400000 62890000
17 |ADAOBFWTA: Collagen alpha-2(1) chz COL1A2 2 5 2 3 1 2 3 1 5.2 5.2 129.15 20035000 0 0
18 |ADADG2JNB3 Keratin-associated pro’ KRTAPO-8;KRTA 13 1 4] 0 0 [} o 0 9.1 9.1 16.253 0 0 0
19 :ADAOS?WTB: Ubiquitin carboxyl-ternUCHL3 3 3 1 1 1 1 1 1 242 242 21945 [v] 0 0
20 _ADAOS?WTEZ Inter-alpha-trypsin inh ITIH2 4 20 7 - 4 7 5 4 36.2 36.2 106.66 96742000 140150000 116700000
21 | ADADBTWUY Ankyrin-3 ANK3 14 2 2 1 [} 2 1 0 4.2 4.2 90.258 0 5542000 0

| e 5 4 2 2 2 2 2 2 319 319 23,364 17401000 0 0

[

Figura 2. Base de datos en excel generada a partir de las salidas de MaxQuant. Se muestran algunas columnas con los
datos crudos obtenidos en este software que identificé 3071 proteinas para las cuales indica su cédigo de identificacién en
Uniprot, nombre de la proteina, nimero de péptidos con los que ha sido identificada cada proteina, porcentaje de cobertura
de la secuencia, la cuantificacion libre de etiqueta (LFQ por sus siglas en inglés), entre otros datos.

28



Analisis de la calidad de las secuencias

Los estudios de protedmica a gran escala generan grandes cantidades de datos que
necesitan ser procesados de acuerdo a flujos o secuencias automatizadas y manual
durante el analisis de la informacion obtenida, por ello a partir de las 3071 proteinas
identificadas en el experimento, se realizé un analisis de calidad, con el objetivo de
incluir en el estudio solo aquellas proteinas identificadas con al menos dos péptidos,
verificar la vigencia de los cédigos Uniprot (Figura 3), debido a que la base de datos de
secuencia de proteinas que MaxQuant usé como referencia es la reportada en el
repositorio UniProt (www.uniprot.org/) para el proteoma humano como identificador
UP000005640, liberada el 30 de abril de 2016 y Uniprot es un repositorio que se

encuentra en constante actualizacion de la informacion.
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Revision manual de 3071 proteinas
identificados por MaxQuant

Eliminacion de 541 codigos | | Cambio de 27 cddigos  no | | Eliminacién de 66 codigos | | Eliminacionde 8
de proteinas identificadas | | caracterizados por el nuevo cddigo deASHe cadigos obsoletos
con un solo péptido asignado inmonoglubulinas

l l

Base de datos con 2459 proteinas

406 cddigos Uniprot 1845 proteinas 823 proteinas no
correspondena | «— revisadas revisadas (UniProtKB /
isoformas de proteinas (UniProtKB / Swiss-Prot) TrEMBL)

| |

Eliminacion de 1142 proteinas detectadas solo en una
muestra

l - ________________________________________|
Base de datos con 1317 proteinas detectadas en al
menos dos muestras

Figura 3. Estrategia de revision manual de la calidad de las secuencias identificadas en
MaxQuant.
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Del analisis de la calidad de las secuencias se generaron dos listas de proteinas:

La primera lista de proteinas cuenta con 2459 codigos Uniprot y se obtuvo como
resultado de la eliminacion de 541 codigos correspondientes a proteinas identificadas
con un péptido, 66 codigos que correspondieron a proteinas abundantes del plasmay
8 cdbdigos obsoletos. De estos 2459 codigos se revisO la entrada en Uniprot; 1845
cbdigos se identificaron como proteinas revisadas y 614 cédigos correspondieron a
proteinas no revisadas. 406 cddigos pertenecian a una isoforma de proteina, a estos
caodigos les fue eliminado el nUmero que indica la isoforma para ser usados en analisis

in silico.

La segunda lista cuenta con 1317 proteinas detectadas en al menos dos de las ocho
muestras analizadas que incluyen pacientes con CEO y sin CEO, se gener6 a partir de
la lista de 2459 cddigos de la cual fueron eliminados 1142 cddigos que correspondieron

a proteinas detectadas solo en una muestra.

Con la finalidad de obtener una descripcion global de la expresion de las proteinas en
las ocho muestras de CEO y OLC se realizé un andlisis de conglomerados jerarquico
también conocido como analisis Cluster, que tiene como objetivo agrupar las proteinas
de acuerdo a patrones similares de expresién. El primer andlisis se realiz6 con las 2459
proteinas, este analisis mostré patrones de expresion distinguibles entre las muestras,

destacando grupos de proteinas con sobre y subexpresion (Figura 4).
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Proteinas

CEOM-QTad CEO2-SinQT CEO4-SinQT  CEO67-QTneo  OLCY oLc2 oLC3 oLc4

Figura 4. Analisis de conglomerados jerarquico del perfil de expresion de 2459
proteinas identificadas en tejidos de CEO y OLC. Cada columna representa una
muestra clinica que se indica con un folio y cada fila una proteina. Se observan
diferencias notables entre los perfiles de expresion de cada muestra, resaltan
grupos definidos de proteinas sobreexpresadas y grupos con expresion disminuida.
La muestra OLC2 se utiliz6 como control, presenta el perfil con menor nimero de
proteinas con aumento en la expresién en comparacion con las muestras de CEO
y el resto de muestras de OLC. Las variaciones en los matices de rojo indican alto
nivel de expresién (+1 a +4), y las variaciones en los matices de verde indican bajo
nivel de expresiéon (-1 a -4).
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También se realizé un analisis de conglomerados jerarquico con la lista de 1317
proteinas que corresponden a las proteinas presentes en al menos dos de las ocho
muestras analizadas de CEO y OLC. Se considerd Unicamente la muestra OLC2 como
control de expresion basal debido a que en el analisis de conglomerado jerarquico de
2459 proteinas mostro el perfil de expresion con mayor diferencia en comparacion con
los perfiles de expresion de CEO. Este andlisis mostr6 un perfil de expresion
heterogéneo entre tejidos, con aumentos notables en la expresion y que no comparten
con ninguna otra muestra (Figura 5). Bajo este criterio, se consideraron solo los grupos
de proteinas sobreexpresadas para realizar el analisis de vias y redes biolégicas, con
la finalidad de conocer los procesos celulares en los que participan estas proteinas y su

probable relacion con el proceso de quimiorresistencia.
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Figura 5. Analisis de conglomerados jerarquico con 1317 proteinas presentes en al menos
dos de las ocho muestras analizadas de CEO y OLC. Cada muestra presenta un grupo de
proteinas con aumentos notables en la expresion de manera exclusiva. El color rojo indica
aumento en la expresién y el color verde indica bajos niveles de expresion.
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En la muestra CEO11-QTad se identificaron 141 proteinas sobreexpresadas
aglomeradas en grupos estrechamente relacionados (Figura 6A). En la muestra
CEO67-QTneo se identificaron 110 proteinas sobreexpresadas (Figura 7A). En las
muestras de pacientes con CEO que no recibieron tratamiento con quimioterapia se
identificaron 77 en la muestra CEO2-SinQT y 42 proteinas en la muestra CEO4-SinQT
con aumento en la expresion (Figura 8A y Figura 9A) en comparacion con el perfil de
expresion de la muestra OLC2 que mostré un grupo de sobreexpresion de 64 proteinas
(Figura 10A).

Con la finalidad de conocer de manera general los procesos biolégicos en los que
participan las proteinas sobreexpresadas, se realizO un analisis bioinformatico

utilizando la base de datos Reactome (http://www.reactome.org/) que es una base de

datos de acceso abierto, actualizada y revisada por pares en donde se encuentran
integrados los procesos bioldgicos y vias de sefializacion en los que participan proteinas

reportadas por diferentes grupos de investigacion cientifica.

Las 141 proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO11-QTad mostraron que los
principales procesos bioldgicos en los que participan son sistema inmune y metabolismo
de proteinas (Figura 6B). En la muestra CEO67-QTneo las proteinas seleccionadas
sobresalen con la participacion en el proceso de transduccion de sefiales (Figura 7B).
En la muestra CEO2-SinQT las proteinas sobreexpresadas participan en transduccion
de sefiales, sistema inmune y metabolismo (Figura 8B), en CEO4-SIinQT las proteinas
con aumento en la expresion mostraron participacién en metabolismo y sistema inmune
(Figura 9B) y finalmente, en el tejido OLC2 las 64 proteinas sobreexpresadas participan

en sistema inmune y organizacion de la matriz extracelular (Figura 10B).

Con el objetivo de conocer la funcion molecular de las proteinas sobreexpresadas se

realiz6 un analisis in silico en la base de datos Panther (http://pantherdb.org/), una base

de datos biologicos de genes y proteinas, curada, de acceso abierto y actualizada, que
permite clasificar e identificar los procesos bioldgicos en los que participan las proteinas,

funciones moleculares y componentes celulares.
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En un primer analisis Panther describe los procesos y funciones moleculares de forma
general y posteriormente permite ir desglosando estos procesos hasta llegar a
funciones especificas, de acuerdo con esto, en la muestra CEO11-QTad, el 47.8% de
las proteinas cumplen una funcion catalitica, el 32.6% tienen actividad de unién, el
19.6% de las proteinas cumplen funciones moleculares como; transporte, regulacion de

la traduccién, transduccion de sefales y estructural (Figura 6C).

De las 110 proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO67-QTneo, el 62.5% cumplen
una funcion de unién, el 22.9% cumplen funcion catalitica y el 14.6% se encuentra
dividido en funciones moleculares como transduccion de sefales y moléculas

estructurales (Figura 7C).

En la muestra CEO2-SinQT se sobreexpresan de manera diferencial 77 proteinas, de
las cuales el 52.6% tiene funcion catalitica, el 31.6% cumplen funciones de union vy el
15.0% de las proteinas cumplen una funcién estructural, de receptor y de transporte
(Figura 8C).

En la muestra CEO4-SIinQT se identificaron 42 proteinas con aumento en la expresion,
el 43.3% cumplen una funcion catalitica, el 30.0% funcionan como proteinas de uniény
el 26.7% de las proteinas cumplen funcién estructural, de transporte y actividad

antioxidante (Figura 9C).
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Figura 6. Andlisis in silico de las proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO11-QTad. A) Acercamiento de la zona que corresponde a
las 141 proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO11-QTad, se observa que en el resto de las muestras la expresion de estas proteinas esta
disminuida o ausente. B) Andlisis de Reactome permiti6 obtener una vision general de los procesos celulares en los que participan las 141
proteinas, entre los cuales se encuentra metabolismo de proteinas y sistema inmune a través de proteinas como las citocinas (adaptado de
Reactome). C) Analisis en Panther para identificar la funcién molecular de las proteinas que mostraron aumento en la expresion, destacan la
actividad catalitica y la actividad de unién.
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Figura 7. Analisis in silico de las proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO67-QTneo. A) Acercamiento de la zona que corresponde a
las 110 proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO67-QTneo, se observa que en el resto de las muestras la expresion de estas proteinas esta
disminuida o ausente. B) Analisis de Reactome permitié obtener una vision general de los procesos celulares en los que participan las 110 proteinas,
entre los cuales se encuentra ciclo celular y metabolismo de proteinas (adaptado de Reactome). C) Analisis en Panther para identificar la funcion
molecular de las proteinas que mostraron aumento en la expresion, destacan la actividad catalitica y la actividad de union.
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Panther para identificar la funcion molecular de las proteinas que mostraron aumento en la expresion, destacan la actividad catalitica y la actividad
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Figura 9. Andlisis in silico de las proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO4-SinQT. A) Acercamiento de la zona que corresponde
a las 42 proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO4-SinQT, se observa que en el resto de las muestras la expresion de estas proteinas
esta disminuida o ausente. B) Andlisis de Reactome permiti6 obtener una vision general de los procesos celulares en los que participan las 42
proteinas, entre los cuales se encuentra ciclo celular, metabolismo de proteinas (adaptado de Reactome). C) Andlisis en Panther para identificar
la funcién molecular de las proteinas que mostraron aumento en la expresién, destacan la actividad catalitica v la actividad de union

40



A Cg_?g- CEO67- CEO2- CEO4- oLcz2
a QTneo SinQT SinQT .
Resistente Resistente  Sinrecibir  sjn recibir oLc2

at at ar aT
adyuvante Necadyuvante

Z score

Proteinas

P0O1011
P01009
P31944
Endometricide Serqso Seroso Serqso Ovario
papilar papilar papilar libre de
cancer
PANTHER | ) Metabolismo '/
Cuassificaton Syssen Organizacién / Ve del RNA—
de la ,.,-/ — /A
cromatina ’ /1 5 A\
-~ Sistema R??r;(::" h
Funcién molecular Inmune e
B Actividad de unién 51.9% !
Actividad catalitica 37.0% Replicacion /|
Actividad de transportador 3.7% . Ciclo del AN
Actividad M Actividad estructural 3.7% Cot}nunlcqcion\‘ |/ celular A DNA
de;r;l;n M Actividad de receptor 3.7% celula-celula | . | \, Metabolismo |

de proteinas’

Figura 10. Anédlisis in silico de las proteinas sobreexpresadas en la muestra OLC2. A) Acercamiento de la zona que corresponde a las 61
proteinas sobreexpresadas en la muestra CEO4-SinQT, se observa que en el resto de las muestras la expresion de estas proteinas esta disminuida o
ausente. B) Andlisis de Reactome permitié obtener una visién general de los procesos celulares en los que participan las 61 proteinas, entre los cuales
se encuentra sistema inmune y organizacion de la matriz extracelular (adaptado de Reactome). C) Analisis en Panther para identificar la funciéon molecular
de las proteinas que mostraron aumento en la expresion, destacan la actividad catalitica v la actividad de unién.
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De manera general los resultados obtenidos en Panther mostraron que la mayoria de
las proteinas sobreexpresadas participan en funciones biolégicas como actividad
catalitica, actividad de union, transporte, estructural, regulacion de la traduccion,
transduccion de sefiales, actividad antioxidante y como receptores, destacando que
todos los grupos de proteinas sobreexpresadas corresponden a una seccion distinta del
mapa de calor por lo que se trata de proteinas diferentes. Sin embargo, en todos los
grupos destacan con mayor numero de proteinas las funciones de actividad catalitica y
unién, también se observé que en las muestras de pacientes que no recibieron
guimioterapia y el tejido de ovario libre de cancer presentan coincidencia en las
funciones de actividad catalitica, actividad de union, estructural y de transporte,
mientras que la muestra de las pacientes que recibieron quimioterapia previo a la cirugia
coincide con estas funciones excepto la actividad de transporte ya que no se detect6

ninguna proteina para esta funcion (Figura 11).
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Figura 11. Funciones moleculares que llevan a cabo las proteinas sobreexpresadas en
las muestras de CEO y OLC. En los cuatro grupos las funciones moleculares con el mayor
numero de proteinas implicadas fueron la actividad catalitica y actividad de union. Las cuatro
muestras que no recibieron tratamiento previo a la cirugia tienen similitud en las funciones
moleculares. La muestra CEO67-QTneo no presenté proteinas con actividad de transporte.
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En las muestras CEO11-QTad, CEO2-SinQT y CEO4-SinQT que comparten la
caracteristica de provenir de pacientes que al momento de la cirugia no habian recibido

quimioterapia el mayor numero de proteinas tienen una funcion catalitica (Figura 12A).

El analisis en Panther revel6 que la actividad catalitica implica proteinas con actividad
especifica como: oxidorreductasas, hidrolasas, isomerasas, transferasas, ligasas,
helicasas y liasas, de estas actividades destaca la actividad oxidorreductasa que
comprende mayor numero de proteinas con un 32.6% (Figura 12B), este grupo incluye

las proteinas mitocondriales citocromo C1 y citocromo oxidasa.

B
Funcién molecular Actividad catalitica
Actividad catalitica 47.8% Il Oxdorreductasa 92.6%
B Actividad de union 32.6% Hidrolasa 26.1%
Regulacion de la traduccion 10.9% Isomerasa 13.0%
Transduccién de sefiales 4.3% Transferasa 8.7 O/°
[l Estructural 3.3% L!asa 6.5%
0 Ligasa 6.5%
[ Transportador 1.1% L .
Regulacion de enzimas  4.3%
Helicasa 2.2%

Figura 12. Distribucion de las funciones moleculares y actividad de catalitica en la muestra
CEO11-QTady. A) Funciones moleculares en las que participan las proteinas sobreexpresadas en
la muestra CEO11-QTad, resalta la actividad catalitica con mayor nimero de proteinas implicadas.
B) Actividad catalitica especifica, se identificaron hidrolasas, isomerasas, transferasas, liasas,
ligasas, regulacion de enzimas, helicasas y destacan las proteinas con actividad oxidorreductasa en
un 32.6%.

Por otro lado, en la muestra CEO67-QTneo la funcién predominante fue la actividad de
unién, que a su vez implica union a proteinas, unién a acidos nucleicos y unién a iones
Ca?* (Figura 13A). La funcién de unién a proteinas incluye el mayor nimero de
proteinas con un 59.5%, por lo que se identificé a través de Panther a qué tipo de
proteinas se unen. Se detectd que estas proteinas se unen a receptores, factores de
transcripcion, proteinas de citoesqueleto y a la calmodulina, de estas funciones

especificas, resaltan las proteinas de unién a receptores con un 33.3% (Figura 13B).
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Figura 13. Distribucién de la actividad de unidn en las proteinas sobreexpresadas de la
muestra CEO67-QTneo. A) La actividad de unién esta conformada por tres tipos funciones
especificas: unién a otras proteinas en un 59.5%, unién a acidos nucleicos con un 27.0 % y
unién a iones Ca2+ en un 13.5% B) Actividades especificas de union de las proteinas
identificadas en la figura A, destacan con un 33.3% las proteinas de unién a receptores,
seguido de las proteinas de union a &cido nucleicos, a factores de transcripcion y a la

calmodulina.

Debido a que en la muestra CE067-QTneo la actividad de union a receptores fue la
funcién con el mayor porcentaje de proteinas se identificO en Panther el nombre de
estas proteinas: galectina 1, proteina de union a calcio (S100A7) que se une a
receptores de tipo hormonal, neurotrasmisores o farmacos, proteina de union a CD2,

factor de crecimiento derivado de hepatoma y la proteina 2 relacionada con el factor

de crecimiento derivado de hepatoma.
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VI. DISCUSION

El tratamiento estdndar del CEO en etapas avanzadas Il y IV es la citorreduccion
seguida de la administracion de quimioterapia adyuvante (Martin-Carmean et al., 2016),
basada en la combinacién de cisplatino o carboplatino y taxanos como paclitaxel o
decetaxel, cada cuatro semanas durante seis ciclos (Raja et al., 2012; Marth et al.,
2017).

Una variacion del tratamiento estandar es la quimioterapia neoadyuvante la cual se ha
propuesto como un modelo terapéutico para el tratamiento de carcinomas ovaricos
cuando se prevé que la enfermedad no va a ser erradicada con la cirugia primaria
(Morrison et al; 2007; Yang et al., 2017; Melamed et al., 2018).

El principal desafio al que se enfrentan las pacientes con CEO gue son diagnosticadas
en etapas Il y IV es la resistencia a carboplatino y paclitaxel (Galluzzi et al., 2012). A
pesar de las investigaciones que se han realizado en diferentes modelos de estudio se
desconoce como se desarrolla la quimiorresistencia en el CEO.

En la ultima década, ha habido un aumento en el interés de la aplicacion de un enfoque
protedmico utilizando técnicas de analisis masivos para comprender los mecanismos
involucrados en la quimiorresistencia del cancer epitelial de ovario e identificar
biomarcadores de prediccion de la respuesta a los farmacos quimioterapéuticos (Elzek
y Rodland 2015; Swiatly et al., 2018).

En este estudio se incluyeron A) pacientes que recibieron quimioterapia con
carboplatino y paclitaxel. B) pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante
(previo a la cirugia) y C) pacientes que recibieron quimioterapia adyuvante (posterior a

la cirugia), todas con diagndstico de resistencia a la quimioterapia de primera linea.

De acuerdo con los lineamientos del National Comprensive Cancer Network (NCCN)
los tumores intrinsecamente quimiorresistentes se definen como aquellos con
enfermedad persistente o recurrente dentro de los seis meses posteriores a la inicio de
la quimioterapia de primera linea y definen a los tumores quimiosensibles como aquellos
con una respuesta completa a la quimioterapia y un periodo libre de platino mayor a

seis meses. De acuerdo con esto las pacientes CEO67-QTneo, CEO67-QT neo y
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CEO11-QTad presentaron resistencia intrinseca ya que durante la administracion de

los antineoplasicos mostraron enfermedad progresiva.

La resistencia intrinseca se asocia con mecanismos de supervivencia que desarrollan
las células tumorales independiente de la quimioterapia (Cornelison et al.,, 2017),
muchas células tumorales quimiorresistentes muestran un fenotipo pleomoérfico es
decir, presentan alteraciones en varias vias moleculares que implican disminucién en la
absorcién de platino, aumento en el eflujo de los medicamentos y en la expresion de

proteinas antioxidantes (Kelland, 2007; Cornelison et al., 2017).

Recientes estudios han reportado que la quimiorresistencia intrinseca, puede surgir
como consecuencia de la heterogeneidad celular intratumoral, esto se refiere a que los
tumores estan formados por células cancerosas que varian en su sensibilidad a los
farmacos quimioterapéuticos debido a diferencias genotipicas y fenotipicas (Saunders
et al., 2012; Kim et al., 2018).

Se ha sugerido que las poblaciones de células de tumores epiteliales de ovario emplean
una estrategia de supervivencia dindmica en la que las células individuales asumen
transitoriamente un estado reversible de tolerancia a los medicamentos (Sharma et al.,
2010).

Es importante analizar el perfil de proteinas de las pacientes quimiorresistentes de
acuerdo con el momento en que les fue administrada la quimioterapia, debido a que se
incluyeron pacientes que recibieron quimioterapia previa a la cirugia y una paciente que

recibié quimioterapia posterior a la cirugia.

En ese sentido se ha reportado que el hecho de que un tejido analizado no haya estado
expuesto a quimioterapia antes de la toma de muestra, implica que la firma de proteinas
identificadas es indicativa de los mecanismos innatos o intrinsecos de respuesta al
tratamiento con carboplatino y paclitaxel (Sehrawat et al., 2016), por lo que con el perfil
de expresion de proteinas de la paciente CEO11-QTad podria mostrar probables

proteinas involucradas en la respuesta a la quimioterapia de primera linea.
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Por otro lado, en las pacientes que recibieron quimioterapia antes de la cirugia, el perfil
de proteinas podria ser indicativo de cambios ocurridos como consecuencia de la
administracion de los medicamentos. Se ha reportado que las células tumorales evaden
el efecto citotoxico de los antineoplasicos activando un fenotipo activo/defensivo al
silenciar o activar la expresion de genes como respuesta a la exposicion a compuestos
de platino (Shen et al., 2012).

A partir de un estudio de metaandlisis se report6é que la administracion de quimioterapia
neoadyuvante se asocia con una supervivencia general inferior en comparacion con la
cirugia primaria y quimioterapia adyuvante (Bristow y Chi, 2006). A si mismo recientes
estudios han reportado que la administracion de quimioterapia neoadyuvante es un
factor de riesgo independiente de recaida en los carcinomas ovaricos resistentes al
platino estadio IIC y IV (Luo et al., 2016). En ese sentido, es posible que los resultados
de este estudio pueden sugerir que la quimiorresistencia a carboplatino y paclitaxel en
las pacientes con CEO en etapas Ill y IV es intrinseca e independiente de la
administracion de quimioterapia en forma adyuvante o neoadyuvante y se asocia mas

con la etapa clinica que con el tipo de quimioterapia.

Por otro lado con respecto a los efectos de la administracion de quimioterapia
neoadyuvante en el perfil de proteinas, recientemente han evaluado el perfil proteémico
de tumores epiteliales de ovario tratados con quimioterapia neoadyuvante comparados
con carcinomas ovaricos libres de contacto con quimioterapia y han reportado que los
tumores epiteliales de ovario que recibieron quimioterapia neoadyuvante presentaron
alteraciones significativas a nivel de proteinas implicadas en la supervivencia celular y

metabolismo (Penick et al., 2018).

En este estudio se observo la ausencia de proteinas implicadas en transporte en la
paciente que recibio quimioterapia neoadyuvante, esto podria estar contribuyendo a la
falta de respuesta a la quimioterapia con carboplatino y paclitaxel, ya que uno de los
mecanismo de ingreso del platino a las células es a través transportadores, como el
transportador de cobre hCtrl (Ishida et al., 2002; Kilari et al., 2016) que tiene en su
estructura una secuencia de union a metales y en esta secuencia se une el platino (Rae

et al., 1999). En este sentido se ha reportado un estudio de 30 pacientes con cancer de
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pulmén de células no pequefias que recibieron quimioterapia neoadyuvante basada en
platino, los pacientes con expresion de CTR1 indetectable por inmunohistoquimica,
redujeron las concentraciones intratumorales de platino y la respuesta al tratamiento
(Kim et al., en 2014).

Asi mismo, se observo que en las muestras de CEO que no fueron sometidas a
guimioterapia, la funcion molecular con mayor numero de proteinas involucradas fue la
actividad catalitica y en esta destaca la actividad oxidorreductasa principalmente con la
participacion de proteinas mitocondriales como citocromo C1 y citocromo oxidasa,
diferentes estudios han reportado que alteraciones en las proteinas mitocondriales y los
proceso que se llevan a cabo en este organulo se han asociado con la
guimiorresistencia en cancer de mama, cervical y de ovario (Kingnate et al., 2018), por
lo que es probable que citocromo C1 y citocromo oxidasa estén relacionadas con la
falta de respuesta a la quimioterapia con carboplatino y paclitaxel en los tumores
ovaricos, sin embargo, no existen reportes donde se haya estudiado especificamente a
las proteinas citocromo C1 y citocromo oxidasa por lo que es necesario estudiar estas
proteinas a mayor profundidad.

En las pacientes con quimioterapia neoadyuvante la funcion molecular con mayor
namero de proteinas involucradas fue la de uniéon y en segundo lugar la actividad
catalitica. Se identificaron las proteinas con actividad de union especificas, estas
proteinas fueron: galectina 1, proteina de union a calcio (S100A7) que se une a
receptores de tipo hormonal, neurotrasmisores o farmacos, proteina de unién a CD2,
factor de crecimiento derivado de hepatoma y la proteina 2 relacionada con el factor de

crecimiento derivado de hepatoma.

Galectina 1 es una glicoproteina que se una a una amplia variedad de carbohidratos
(Kim et al., 2012). Diversos estudios reportan la sobreexpresion de galectina 1 en
diferentes tipos de tumores, incluido el cancer epitelial de ovario y han reportado que
se asocia con la progresion y quimiorresistencia a carboplatino (Kim et al., 2012; Zhang
et al., 2014).
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S100A7 es una proteina de union a calcio, se ha reportado su expresion aberrante en
multiples tipos de cancer entre los cuales se encuentra el cancer de ovario (Gagnon et
al., 2008). También se ha reportado que S100A7 regula la metastasis y la
guimiorresistencia en células de cancer de ovario a través de la sefalizacion de la via
MAPK (Lin et al; 2018).

El factor de crecimiento derivado de hepatoma (FCDH) es una proteina secretada por
células del higado, rifion, cerebro, sistema cardiovascular e intestino. La asociacion
entre FCDH vy el cancer se ha revelado recientemente y su sobreexpresion se ha
reportado en diferentes tipos de tumores. La expresiéon de FCDH en cancer epitelial de

ovario se correlaciona con un prondstico desfavorable (Liu et al., 2015).

Por otro se ha reportado que la proteina 2 relacionada con el factor de crecimiento
derivado de hepatoma promueve la reparacion del dafio al DNA por la via de la

recombinacion homologa en células de osteosarcoma (Baude et al., 2016).

Existe evidencia experimental de la participacién de estas proteinas en la progresion y
gumiorresistencia en diferentes tipos de cancer, por lo que queda claro que es necesario
seguir estudiando la expresion de estas y otras proteinas en los tumores ovaricos de tal
manera que se realice un analisis integral que identifique que mecanismos se activan
en los tumores ovaricos para no responder a la quimioterapia con carboplatino y
paclitaxel y no solo identificar proteinas individuales ya que de este modo sigue limitada

la progresion en el tratamiento de la quimiorresistencia en CEO.
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VII.

CONCLUSIONES

Se sugiere que el fenotipo quimiorresistente en etapas avanzadas es intrinseco e
independiente de la administracion de la quimioterapia en forma adyuvante o

neoadyuvante y se asocia mas con la etapa clinica que con el tipo de quimioterapia.

El aumento en la expresion de las proteinas mitocondriales citocromo C1 y citocromo
oxidasa en la paciente que recibié quimioterapia adyuvante podria estar confiriendo
resistencia intrinseca al carboplatino, por o que es necesario seguir investigando la

funcién de estas proteinas en el cancer epitelial de ovario.

La falta de aumento en la expresion de proteinas con actividad de transporte en las
pacientes que recibieron quimioterapia neoadyuvante puede ser el mecanismo de
guimiorresistencia a carboplatino al limitar el ingreso del farmaco a las células
tumorales, la ausencia de estas proteinas probablemente sea consecuencia de
cambios en la expresion debido a la exposicidn previa a los quimioterapéuticos, sin

embargo, es necesario validar estos resultados.

Las diferencias entre los perfiles de expresion de proteinas de las pacientes que
recibieron quimioterapia neoadyuvante versus quimioterapia adyuvante sugieren
gue los mecanismos moleculares de quimiorresistencia dependen del estado innato
de las células tumorales o que pueden ser adquiridos/potenciados por la exposicién
a los medicamentos a través de la quimioterapia neoadyuvante, por lo que es
necesario evaluar los patrones proteicos que se presentan antes y después de la
administracion sistémica de los quimioterapéuticos en una poblacion con mayor

namero de pacientes.
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