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INTRODUCCION

1. Carcinoma de ovario
Los carcinomas de ovario son tumores epiteliales malignos cuyo origen histéricamente se

ha atribuido a la superficie del ovario. El carcinoma es el tipo de tumor ovarico mas comun
entre mujeres en edad adulta, representa el 90 % de los tumores ovaricos y es el tumor
ginecoldgico mas letal '. Se trata de un grupo heterogéneo de tumores con distinto
comportamiento y diferencias en las caracteristicas clinico-patologicas. Segun el grado de
proliferacion, atipia nuclear y presencia o ausencia de invasion estromal se clasifican en
benignos, borderline (intermedios) o malignos (carcinomas). Segun el tipo celular
predominante, su histologia, se pueden diferenciar cinco tipos principales de carcinomas:
seroso de alto grado (HGSC), endometrioide (EC), de células claras (CCC), mucinoso
(MC) y seroso de bajo grado (LGSC) 2. Los diferentes tipos histologicos pueden
considerarse enfermedades distintas, ya que presentan diferentes alteraciones moleculares
y diferencias en su manifestacion clinica, progresion, respuesta al tratamiento y
supervivencia °. Por ello, el estudio del origen y de la patogénesis de cada uno de ellos es
de gran importancia para personalizar el tratamiento considerando cada tipo tumoral como

una enfermedad Unica.

1.1. Etiologia

Tradicionalmente se ha aceptado que las células tumorales del carcinoma de ovario derivan
de lesiones in situ del epitelio de la superficie ovarica (mesotelio) y de inclusiones
quisticas de este epitelio. La transformacion maligna del mesotelio se ha explicado gracias
a la teoria de la ovulacion incesante, entre otras, seguin la cual en cada ovulacion hay una
rotura del epitelio ovarico seguida de una proliferacion reparativa. La continua reparacion
propiciaria la acumulacion de mutaciones que darian lugar a carcinomas. La estimulacion
hormonal y la inflamacioén producidas por la ovulacion aumentarian la susceptibilidad de
este epitelio para adquirir mutaciones en proto-oncogenes y genes supresores de tumores.
Los cambios metapldsicos en el mesotelio darian lugar a diferentes tipos de células
desarrollandose asi los distintos tipos tumorales (HGSC, EC, CCC y MC). Estos tumores

resemblan el epitelio de las trompas de Falopio, el endometrio y el tracto gastrointestinal o
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el endocérvix, respectivamente. En contra de esta teoria estd el hecho de que trompas de
Falopio, endometrio y cérvix son derivados de los conductos miillerianos, mientras que el
ovario se desarrolla a partir del epitelio mesodérmico. Otra teoria propone que los tumores
de fenotipo miilleriano (HGSC, EC y CCC) derivan de los conductos de Miiller y no del
ovario. En los ultimos afios se ha sugerido que algunos tumores primarios se podrian
originar en otros organos de la pelvis y llegar al ovario desde éstos, lo que explicaria los
pocos casos descritos de lesiones precursoras encontradas en el ovario. Se ha propuesto
que la lesion precursora de los HGSC se encuentra en las fimbrias de la trompa de Falopio,

mientras que los CCC y EC derivan de la endometriosis (EM) ovérica *°.

En 2001 se describieron por primera vez los carcinomas in situ de las trompas de Falopio,
posteriormente conocidos como carcinomas serosos intraepiteliales del tubo (STIC), los
cuales poseian un gran parecido a los HGSC del ovario . Se ha postulado que estos
tumores se desprenden de la pared de las trompas, viajan como una masa celular y se
implantan en la superficie del ovario. A pesar de que inicialmente se encontraron STIC en
mujeres con predisposicion genética a cancer de ovario (portadoras de mutaciones en los
genes BRCA), mas tarde también se detectaron en mujeres sin cancer de ovario o con
cancer de ovario esporddico no familiar. Ademas, se han identificado las mismas
mutaciones de 7P53 en el STIC y en el HGSC asociado. Algunos autores sefialan que a
partir del epitelio de las fimbrias implantado en la superficie del ovario se forman

inclusiones quisticas a partir de las cuales se desarrollarian los LGSC y los HGSC *'°,

Hay evidencias moleculares y epidemiologicas que indican que tanto los CCC como los
EC se desarrollan a partir de la EM ovérica. Por un lado, los CCC y los EC se encuentran
mas frecuentemente asociados a EM que otros tipos de carcinomas ovaricos % De
hecho, la histologia de los tumores asociados a EM (40-55 % CCC, 20-40 % EC, y <10 %
serosos y MC) es diferente a la que presentan todos los canceres en general (70 % HGSC,
10 % EC, 10 % CCC, 3% MC y <5% LGSC) *"*. Ademas, se han descrito areas de
transicion entre la EM benigna y los carcinomas de ovario pasando por EM atipica '
Estudios de genotipado y analisis mutacionales han identificado las mismas alteraciones

genéticas en la EM y los carcinomas asociados en genes como PTEN 'Y, PIK3CA "y

ARIDIA®.
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1.2. Diagndstico
La dificultad de detectar el cancer de ovario radica principalmente en el hecho de ser una

enfermedad asintomatica. Los sintomas que presentan las pacientes no son especificos de
esta enfermedad por lo que a menudo se asocian a diversas patologias. Ademas, suelen
presentarse cuando la enfermedad ya estd avanzada. Es posible diferenciar, atendiendo a
los sintomas y con una alta sensibilidad y especificidad, pacientes con cancer de ovario en
estadios avanzados (segin la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia,
FIGO) de mujeres sanas o con tumores benignos, pero no casos en estadios bajos '’. Desde
los afios 70 se intenta encontrar un método para diagnosticar el cancer de ovario en sus
primeros estadios debido a que 2/3 de los tumores se detectan una vez estan diseminados,
lo que hace que la mortalidad de las pacientes sea elevada '. El desarrollo de una técnica de
deteccidn precoz mejoraria el prondstico de las pacientes y su calidad de vida ya que se ha
demostrado el éxito de los tratamientos (cirugia y quimioterapia combinada) en los casos

1

diagnosticados en estadios bajos '®. De hecho, los canceres detectados por técnicas de

. . rogr r P 19,20
cribado presentan mejor pronostico que aquellos canceres detectados clinicamente .

Los niveles del marcador CA125 se utilizan para la deteccion inicial y para la
monitorizacion de las pacientes tras el tratamiento. CA125 (también llamado mucina 16)
esta codificado por el gen MUCI6. Es una proteina glicosilada de alto peso molecular que,
como otras mucinas, es secretada por células epiteliales formando una barrera que recubre
la superficie del epitelio. Aunque también se expresa en células normales, los niveles en
células epiteliales de cancer de ovario son mas elevados >'. Un 80 % de las pacientes con
tumores en estadios avanzados presentan niveles de CA125 elevados en el momento del
diagnostico. Sin embargo, esto solo ocurre en un 50 % de las pacientes con tumores en
estadio I. Por otro lado, a pesar de que los niveles de CA125 se utilizan para detectar
recurrencias antes de la aparicion de nuevos sintomas, en pacientes asintomaticas estos
niveles se asocian a otras causas (como la ansiedad), lo cual impide que estas mujeres sean
candidatas para una segunda cirugia u otras terapias *>. No obstante, se estan haciendo
esfuerzos por encontrar marcadores con una mayor sensibilidad y especificidad **, tanto en

Lo fos 242
el campo de la gendmica como en el de la protedmica ** 2.

En céncer de ovario no se ha descrito un modelo de progresion tumoral satisfactorio para

entender mejor los acontecimientos que llevan al desarrollo de un carcinoma invasivo a

13



partir de una lesion premaligna. De ahi la importancia de estudiar las lesiones precursoras

conocidas de los distintos subtipos de carcinoma de ovario.

1.3. Patogénesis
Uno de los mayores problemas del cancer de ovario es que no se conoce su patogénesis.

Recientemente se ha propuesto un modelo dual en el que se dividen los tumores en dos
grupos. El tipo I comprende los LGSC, EC, CCC y transicionales o de Brenner. Mientras
que los de tipo II son los HGSC, indiferenciados y carcinosarcomas. La existencia de dos
vias de tumorigénesis daria lugar a esta clasificacion, segin la cual los tumores de tipo I se
originan a partir de precursores conocidos, tales como tumores borderline, cistoadenomas,
adenofibromas y EM. Estos tumores suelen ser grandes, encontrarse en el ovario en el
momento del diagndstico y presentar un bajo indice de proliferacion. En cambio, no se
conoce la lesion precursora de los tumores de tipo Il y se ha propuesto que se desarrollan
de novo a partir de la superficie ovarica o de inclusiones de ésta. Tienen un alto indice de
proliferacién, invaden otros 6rganos y son més agresivos >. Recientemente se han
identificado dos grupos de HGSC con diferente perfil molecular en un estudio de expresion
génica, lo que sugiere que el grupo de tumores malignos de ovario es altamente

heterogéneo y que limitarlo a dos grupos (tipo I'y IT) es artificial **.

1.4. Tratamiento
El tratamiento estandar de las pacientes con tumores ovaricos en estadio I y II es la

cirugia *° mientras que en el caso de tumores en estadio avanzado el tratamiento es la
combinacién de paclitaxel y cisplatino o carboplatino *'.

El paclitaxel es un farmaco antitumoral del grupo de los taxanos que inhibe la
despolimerizacion de microtubulos y, por tanto, bloquea la mitosis. Por otro lado, los
farmacos basados en el platino como son el cisplatino y el carboplatino, actian provocando
defectos en la cadena de ADN que conducen a su reparacion o a la muerte celular. Estas

drogas citotoxicas son efectivas contra células proliferativas.
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1.5. Clasificacion histoldgica
Los tumores de ovario se clasifican en benignos, borderline o malignos segun el grado de

proliferacion celular, atipia nuclear y presencia o ausencia de invasion estromal. Teniendo
en cuenta la histologia, el perfil inmunohistoquimico y las alteraciones genéticas, se
pueden diferenciar cinco subtipos de carcinoma mayoritarios: HGSC, EC, CCC, MC y
LGSC ***. Estos cinco subtipos histologicos expresan de forma diferencial un panel de
marcadores inmunohistoquimicos, algunos de los cuales se correlacionan con la

. . , . . . 3
supervivencia, apoyando asi la idea de que se trata de cinco enfermedades diferentes ~.

Debido a que este trabajo se centra en los HGSC, CCC y EC, en este apartado solo se
describiran las principales caracteristicas clinicas y patoldgicas de estos tres tipos

histolégicos.

1.5.1. Carcinomas serosos de alto grado (HGSC)

1.5.1.1. Caracteristicas clinicas

La edad media de las pacientes diagnosticadas de HGSC es de alrededor de 54-60 afios y el
rango de edad varia entre 23 y 82 afios. Mas del 80 % de estos tumores se diagnostican

fuera del ovario >>*,

1.5.1.2. Caracteristicas patologicas
Los HGSC son los carcinomas mas frecuentes, representan el 70-80 % de todos los

carcinomas de ovario y suelen presentarse en estadios avanzados (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas patolégicas de pacientes con HGSC

Estadio Frecuencia (%) Supervivencia a los
FIGO 5 afios (%)
| 8-17 80-92
| 3-13 73
]| 62-80 34
v 10-16 4
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Macroscopicamente, son tumores grandes,
solidos, de superficie rugosa o quistica. Al
microscopio se caracterizan por presentar
un epitelio altamente estratificado y

crecimiento en papilas (Figura 1). Las

células son de tamafio intermedio

exceptuando algunas células gigantes

minoritarias, mononucleares 'y  con

) . . Figura 1. Histologia de un carcinoma seroso de alto
nucléolo prominente. Tienen un alto indice grado. Fotografia tomada a 400 aumentos.

de proliferacion y suelen presentar focos de

: .. 2,32
necrosis y hemorragia ~~.

1.5.1.3. Alteraciones moleculares
La alteracion mds caracteristica de los HGSC es la mutacion del gen 7P53, identificada en

aproximadamente el 97 % de los casos. Practicamente el total de los tumores presentan una
disfuncién en la via de p53 ya que en los que no se ha encontrado la mutacion, se han
identificado alteraciones en otros genes de la via como la amplificacion de MDM?2. Se cree
que la alteracion de esta via es clave en la patogénesis de los HGSC *°. Muchos de estos
tumores muestran mutaciones germinales o somaticas en los genes BRCAI o BRCA2 y la
expresion desregulada de pequetias moléculas de ARN (microARN), independientemente
de si tienen o no mutaciones en los genes BRCA °. Otra caracteristica molecular de los
HGSC es la alteracion en el nimero de copias génicas, amplificaciones y deleciones en el
ADN *’. La sobreexpresion del gen HMGA?2, una proteina de unién al ADN, también esta

asociada a este tipo histologico **.

Estos tumores se caracterizan por ser positivos para la inmunotincion de p53, WTI,

BRCAL, pl6 y Ki-67 %,

1.5.1.4. Respuesta al tratamiento
Alrededor de un 70 % de las pacientes responden a la quimioterapia >°. Los tumores de

estas pacientes presentan una expresion génica diferente a los de aquellas mujeres que no
responden al tratamiento. Se ha apuntado que los mecanismos implicados en la resistencia
a la quimioterapia son la proliferacion celular, la entrada y salida de drogas a la célula, la

. . s 40
apoptosis y la inflamacién ™.
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1.5.1.5. Prondstico y supervivencia
La supervivencia global de las pacientes con HGSC a los 5 afos disminuye

considerablemente al aumentar el estadio (Tabla 1) **. Recientemente se han identificado
dos grupos de pacientes con diferente probabilidad de supervivencia segun la expresion de

genes de la via de sefializacién PI3K-AKT .

1.5.2. Carcinomas de células claras (CCC)

1.5.2.1. Caracteristicas clinicas

La media de edad de las pacientes con CCC es de entre 52 y 57 afos y su rango de edad
varia entre los 23 y 91 afios. Estos tumores representan aproximadamente el 10 % de los
carcinomas de ovario y se diagnostican con mayor frecuencia en estadios bajos (I y II). El
50 % de las pacientes presentan tumores en estadio I, el 10 % en estadio II, el 30 % en

estadio Il y el 10 % en estadio IV ***.

1.5.2.2. Caracteristicas patolodgicas
Los CCC son tumores so6lidos que forman masas quisticas. Las células crecen formando

papilas y frecuentemente se observan deposiciones hialinas en el estroma. Se caracterizan
por la presencia de células claras, también llamadas células en anillo, las cuales tienen
abundante glucdgeno en el citoplasma

(Figura 2). EI 20-25 % de los CCC se

encuentra asociado a EM vy, junto con
los EC, son los subtipos que con mayor
frecuencia presentan esta asociacion.
Las pacientes con carcinomas asociados
a EM presentan caracteristicas diferentes

a aquellas sin EM: tumores en estadios

mas bajos, de menor grado, y mejor

1 43,44 Figura 2. Histologia de un carcinoma de células claras.

Supervivencia glOba Fotografia tomada a 400 aumentos.
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1.5.2.3. Alteraciones moleculares
Los CCC son el tipo histologico mas enigmatico, pues hasta hace pocos afios no se

conocian alteraciones moleculares caracteristicas de estos tumores. Recientemente se han
identificado mutaciones y alteraciones en la expresion de genes supresores de tumores y en

proto-oncogenes que podrian contribuir a la carcinogénesis de los CCC.

Uno de los marcadores moleculares caracteristico de los CCC es el factor de transcripcion
HNF-18, el cual esta sobreexpresado en practicamente el 100 % de los casos analizados. Se
ha sugerido que la hipometilacion del promotor seria el mecanismo responsable de su
sobreexpresion *°, identificada también en tumores benignos, borderline, en quistes
endometridticos asociados a carcinoma y en EM atipica. Estos resultados sugieren que
HNF-1B participa en la carcinogénesis de los CCC a partir de EM. De hecho, la inhibicion
de HNF-1B con ARN de interferencia induce apoptosis en lineas celulares de CCC ***. El
perfil génico de los CCC muestra la sobreexpresion de una serie de genes cuyo efecto
biologico global es el aumento de la sintesis de glucogeno, el aumento de senales
apoptoticas, la inhibicion de la proliferacion y el aumento de la resistencia a quimioterapia.
Muchos de estos genes son dianas de HNF-1B. Por ejemplo los genes de la
glucosa-6-fosfatasa, glucoquinasa y dipeptidil peptidasa IV (DPPIV), enzimas implicados
en el metabolismo de la glucosa y cuya expresion alterada podria explicar la acumulacion
de glucégeno en el citoplasma de las células claras. El enzima convertidor de
angiotensina 2 (ACE2) estd sobreexpresado en CCC e induce la sintesis de ferritina y la
deposicion de hierro, lo que inhibe la proliferacion celular. Esto podria explicar el bajo
indice de proliferacion de estos tumores. Otro gen diana de HNF-1f, la anexina 4, se ha
asociado a la resistencia a paclitaxel, al igual que la sobreexpresion de
UDP-glucosiltransferasa (UGT1A1), que también contribuye a la quimioresistencia debido

. . ., 48
a que es un enzima de detoxificacion ™.

PIK3CA se encuentra mutado en un 43-46 % de los CCC y en un 90 % de estos casos se ha
identificado la misma mutacion en la EM asociada. Los CCC con mutacion de PIK3CA
muestran resultados positivos para la inmunotincion de AKT, lo que sugiere que las
mutaciones en PIK3CA son el principal mecanismo de activacion de la via PI3K-AKT.
También se han identificado mutaciones de PIK3CA en EM adyacente a CCC, por lo que

probablemente participe en la transformacion maligna de la EM %
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Se han encontrado mutaciones en el gen ARIDIA en el 46-57 % de los CCC analizados. La
pérdida de expresion de la proteina BAF250a codificada por este gen se ha identificado en
los carcinomas y en la EM atipica contigua al tumor pero no en EM distante. Por ello se ha
sugerido que este gen supresor de tumores podria estar implicado en la transformacion

: . 50,51
maligna de EM a cancer ™

. BAF250a se une a secuencias del ADN ricas en AT y forma
parte de un complejo proteico de remodelacion de la cromatina que regula la expresion
génica.

Recientemente se ha descrito la amplificacion génica del proto-oncogén MET en el 37 %
de los CCC analizados. MET se ha descrito como un proto-oncogén que codifica el
receptor de HGF, el cual tiene actividad tirosina quinasa. También se ha descrito la
amplificacion génica de AKT2 (8 %) en los CCC, una proteina diana de la via de
sefializacion MET-PIK3CA. MET podria estar implicado en la carcinogénesis de los CCC
ya que su silenciamiento reduce la viabilidad celular al aumentar la apoptosis y la
senescencia. De hecho, la amplificacion de MET esta asociada con un peor prondstico 2.
Glipican-3 (GPC3) es una glicoproteina de la superficie celular que podria explicar en
parte el comportamiento agresivo de los CCC. Es una proteina de adhesion celular que
también participa en la sefializacién regulando procesos como el crecimiento celular y la
apoptosis. La inmunotincidn para esta proteina es positiva en un 44 % de los CCC mientras
que no se expresa o lo hace con baja frecuencia en otros tipos histologicos . En lineas
celulares y en ratones con metastasis peritoneal se ha demostrado que el silenciamiento de

la expresion de GPC3 induce sensibilidad al paclitaxel al activarse la apoptosis >,

El perfil inmunohistoquimico caracteristico de los CCC muestra positividad para HNF-1§
y p2l, y bajos niveles de BAF250a, ER, PR, WTI, p53 y Ki-67. Algunos de estos

marcadores son de utilidad para diferenciarlos de los HGSC *'**,

1.5.2.4. Respuesta al tratamiento
Las pacientes con CCC reciben el tratamiento estandar de quimioterapia basada en

cisplatino o carboplatino y taxanos. Un bajo porcentaje de pacientes con la enfermedad en
estadios avanzados responden al tratamiento (11-45 %) y ademads presentan una elevada
incidencia de enfermedad progresiva (82 %), al contrario de lo que ocurre en el caso de
pacientes con HGSC. Se ha demostrado que la quimioterapia basada en platino no mejora
la supervivencia de estas pacientes. De hecho, estudios con lineas celulares de CCC

5

. . , . . . 6 . .
indican que estas células muestran resistencia al platino ™. Se han descrito diversos
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mecanismos que podrian estar detras de la quimioresistencia en las pacientes con CCC,
entre ellos, la baja acumulacion de droga, la elevada detoxificacion de ésta y el aumento en
la reparacion del ADN *. Es por ello que se estan buscando, sobre todo a nivel molecular,
nuevos tratamientos efectivos y especificos para estas pacientes. Se estdn analizando
inhibidores para HNF-1f y para algunas de sus proteinas dianas en las diversas vias de
sefializacién en las que estd implicado . También se ha demostrado que la terapia génica

. . , 58
con virus es efectiva en lineas celulares de CCC ~°.

1.5.2.5. Prondstico y supervivencia
El estadio es el factor pronostico mas predictivo en estas pacientes, tal como se ha descrito

en varios estudios en los que se ha analizado el porcentaje de recidivas, la supervivencia

libre de enfermedad y la supervivencia global segun el estadio tumoral (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes con CCC

Estadio Recidivas Supervivencia libre Supervivencia global

FIGO (%) de enfermedad (%) (%)
| 29 84 88
Il 30 57 70
] 62 25 33
v 73 0 0

Las pacientes con tumores CCC en estadio avanzado (III y IV) presentan mal prondstico.
La probabilidad y el tiempo medio de supervivencia es menor que en aquellas pacientes

39,42

con HGSC, sobre todo cuando la enfermedad se diagnostica en estadio III . No existen

. . . . . 59
diferencias, en cambio, cuando se trata de tumores en estadios bajos ™.
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1.5.3. Carcinomas endometrioides (EC)

1.5.3.1. Caracteristicas clinicas

Son mas comunes en mujeres en edad perimenopdusica, siendo la media de edad de

54 afios. Las mujeres con EC asociado a EM suelen ser 5-10 afios mas jovenes que las que

no presentan EM 6,

1.5.3.2. Caracteristicas patolodgicas

Representan el 10-20 % de los carcinomas ovaricos y hasta un 40 % de los casos estan

asociados a EM. Estudios moleculares evidencian que estos tumores se originan a partir de

EM y no del epitelio de la superficie ovarica ®'. Ademas, se han descrito casos de

transicion directa entre EM atipica y EC o
CCC''. Frecuentemente se detectan en
estadio I o II (Tabla 3). Macroscopicamente
suelen medir entre 10-20 cm de diametro,
son masas soOlidas predominantemente
quisticas. Histologicamente son similares a
los carcinomas de endometrio: presentan
glandulas redondas, ovales o tubulares sobre
un  epitelio  estratificado  (Figura 3).
Tipicamente muestran diferenciacion

escamosa (30-50 % de los casos) .

1.5.3.3. Alteraciones moleculares

B '-':;“‘ = 9
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Figura 3. Histologia de un carcinoma endometrioide.
Puede apreciarse el epitelio de las glandulas.
Fotografia tomada a 400 aumentos.

Las alteraciones moleculares mas frecuentes en los EC se encuentran en el gen de la

B-catenina (CTNNBI) y en el gen supresor de tumores PTEN. La incidencia de mutaciones

en CTNNBI es del 38 % ®. El 20 % de los EC tienen mutaciones en PTEN y un 42 %

presenta pérdidas de heterozigosidad de este gen ®'. La inactivacion de PTEN, por tanto, es

un rasgo caracteristico de los EC que lleva a la activacion de la via de sefializacion

PI3K-AKT, provocando inhibicion de la apoptosis celular. Es tal la importancia de esta

alteracion que ratones con EM y mutaciones en KRAS desarrollaron EC tras la delecionar

PTEN .

La inestabilidad de microsatélites debida a defectos en genes de reparacion del ADN es

otra alteracion caracteristica de los EC y se ha detectado en el 18-33 % de los casos
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La pérdida de expresion de una de estas proteinas, hMSH6, se ha detectado en el 12 % de
los EC y esta asociada a los tipos histolégicos EC y CCC .

Los EC comparten con los CCC algunas alteraciones implicadas en la transformacion
maligna de la EM, como las encontradas en el gen ARIDIA, las cuales se han descrito en
un 30 % de los EC analizados *°. La mutacion o amplificacion génica de PIK3CA se ha
descrito en el 45 % de los EC y CCC y la mutacion se ha encontrado en el 20 % de estos

66
tumores .

Al igual que los CCC, los EC son negativos para la inmunotincion de p53 y WTI, y
presentan un indice de expresion de Ki-67 similar. Muestran tincion positiva para la

metaloproteasa 7 (MMP-7), p21, ER y PR entre otros 3,

1.5.3.4. Respuesta al tratamiento
Las pacientes con EC reciben el mismo tratamiento que el resto de pacientes. Este tipo de

tumor estd asociado a buen pronoéstico, probablemente, por diagnosticarse en estadios

tempranos de la enfermedad (I o II) y presentar generalmente bajo grado.

1.5.3.5. Prondstico y supervivencia
Al igual que en otros tipos histologicos, la supervivencia disminuye al aumentar el estadio

(Tabla 3). Las pacientes con tumores de grado1 o 2 tienen mayor probabilidad de
supervivencia que las que tienen tumores de grado 3. Ademas, las pacientes con EC mixtos

. . . . . , . 60
con CCC, HGSC o carcinomas indiferenciados tienen peor prondstico = .

Tabla 3. Caracteristicas clinico-patolégicas de los EC

Estadio Frecuencia (%) Supervivencia a los
FIGO 5 afios (%)
| 31 78
| 20 63
]| 38 24
v 11 6
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2. Endometriosis
La endometriosis (EM) se define como la presencia de tejido endometrial fuera de la

cavidad uterina, frecuentemente en el peritoneo de la cavidad pélvica y en ovarios. En
paises occidentales la incidencia de EM es del 7-15 % entre mujeres en edad reproductiva
y menos de un 2 % en mujeres con menopausia . Afecta a un mayor nimero de mujeres
en paises desarrollados que en zonas subdesarrolladas y no hay relacion entre la edad de
diagnostico y la severidad de la enfermedad. Algunos riesgos incluyen menarquia a una
edad temprana, ciclos menstruales cortos, sangrado abundante durante la menstruacion y
nuliparidad ®. Los antecedentes familiares también son un factor de riesgo ya que la
incidencia de EM es mayor en mujeres con familiares afectadas que en el resto de la

poblacion .

La EM se ha descrito como una enfermedad de herencia poligénica, codificada por varios
genes, y aunque éstos no se conocen con exactitud, algunos estudios indican que esta
ligada a los cromosomas 7 y 10 pero no se han identificado genes relevantes en esta
region ®. Un estudio de asociaciéon genémica con 1176 parejas de hermanas afectadas ha

identificado una susceptibilidad significativa del locus 10q26 para la EM "°.

2.1. Etiologia

Existen dos hipotesis principales para explicar el origen de la EM: la teoria metastasica y la
teoria metaplasica. La primera propone que durante la menstruacion, pequenos fragmentos
de endometrio pasan a través de las trompas de Falopio hacia la cavidad peritoneal, donde
las células endometriales se implantan. La segunda teoria propone que las células
mesoteliales del peritoneo se diferencian en tejido endometridtico al recibir la estimulacion
de sustancias liberadas por el endometrio durante la menstruacion. Aunque existen otras, la
teoria de la implantacion es la mas aceptada a pesar de que no explica por qué la EM no
ocurre en todas las mujeres, teniendo en cuenta que la mayoria tienen reflujo endometrial

. . . ., 6
hacia la cavidad peritoneal durante la menstruacion *.

2.2. Caracteristicas patoldgicas
La EM aparece en la superficie ovarica en forma de manchas de colores, desde rojo hasta

marron blanquecino, atribuidos a la sangre menstrual hemolizada y encapsulada por tejido
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fibroso. La perforacion del cortex ovarico da lugar al desarrollo de endometriomas
(conocidos como quistes de chocolate). Son lesiones profundas que se vuelven quisticas,
formadas por una céapsula fibrosa que contiene material marron semifluido. También
suelen encontrarse adhesiones fibrosas a las trompas de Falopio y otros o6rganos

adyacentes. En casi un 50 % de los casos la EM suele afectar a ambos ovarios .

En su primer estadio la EM ovarica es superficial y no quistica. Tras la hemorragia, en los
quistes endometridticos el tejido endometrial suele reemplazarse por tejido fibroso. La EM
ovdrica, al igual que el endometrio eutdpico, puede presentar polipos e hiperplasia, desde
simple hasta atipica. Histologicamente se caracteriza por la presencia de estroma o epitelio

endometrial, hemorragia crénica y signos de inflamacion (Figura 4).

Figura 4. Endometriosis benigna y atipica. a) Epitelio endometridtico sin atipia celular. En el estroma pueden
observarse deposiciones hemoliticas. b) Epitelio endometriético con atipia celular. 400 aumentos.

2.3. Asociacion con cancer
Datos epidemiologicos, clinico-patolégicos y moleculares sugieren que existe relacion

entre EM y céncer de ovario. Los CCC y los EC son los subtipos que se encuentran
asociados a EM con mayor frecuencia, por lo que la histologia de los carcinomas de ovario
asociados a EM (40-55 % CCC, 20-40 % EC y 10 % subtipos serosos y MC) difiere

. . , , . 1—
considerablemente de la histologia encontrada en todos los canceres de ovario /' .

La EM atipica estd considerada como una fase de transicion entre la EM benigna y el
tumor. De hecho, aproximadamente el 60 % de los carcinomas de ovario asociados a EM

muestran EM atipica (Figura 4). Ademas, en un 25-30 % de estos casos se ha descrito una
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transicion directa desde EM benigna hasta EM atipica contigua al carcinoma. En un 23 %

de los EC y un 36 % de los CCC se ha descrito EM atipica '"*'%.

Zonas de EM contiguas al tumor y el carcinoma presentan alteraciones comunes en genes
como PTEN, ARIDIA, KRAS o HNF-1p y las mismas pérdidas de heterocigosidad *~*°"",
En cambio, algunas de estas alteraciones no se encuentran en EM distante, sugiriendo que
los tumores se desarrollan a partir de células endometrioticas que han sufrido ciertos

cambios genéticos.

Las células endometridticas presentan el fenotipo caracteristico de las células cancerosas
(Tabla 4) . Son consideradas potencialmente malignas y pueden sufrir un proceso de
transformacion neopléasica ”>’°. A pesar de estar descrita como una enfermedad benigna, la
EM tiene la capacidad de invadir los tejidos de su alrededor e incluso de metastatizar en

nodulos linfaticos y otros tejidos mas alla de la cavidad abdominal 77,

Tabla 4. Caracteristicas fenotipicas de una célula cancerosa

Crecimiento independiente de sefiales
Insensibilidad a sefiales antiproliferativas

Evasion de la apoptosis

1.
2
3
4. Potencial de replicacion ilimitado
5. Angiogénesis mantenida

6

Invasidn tisular y metastasis

2.3.1. Riesgo de cancer
Existe cierta contradiccion a la hora de sefialar si hay o no riesgo de cancer de ovario

incrementado en mujeres con EM. Lo cierto es que si no hubiese asociacion entre EM y
cancer de ovario, la incidencia de EM en mujeres con cancer de ovario deberia ser similar
a la de la poblacion general. La incidencia de EM en mujeres en edad reproductiva es de
7-15% y menos de un 2 % en mujeres en edad postmenopdusica. Sin embargo, la
incidencia de EM entre mujeres con cancer de ovario es del 8-30 % '°. Estos datos
concuerdan con algunos estudios que apuntan que el riesgo de cancer de ovario en mujeres

con EM estd aumentado "®". Algunos sefialan que ademas tienen un riesgo incrementado
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de otros tipos de cancer (endocrino, renal, de tiroides, mama o melanoma) ”°. Un estudio
en poblacion canadiense advierte que la presencia de EM es un riesgo que acelera la
aparicion de cancer de ovario en 5.5 afios, basandose en la edad de las pacientes
(Tabla 5) **. En cambio, otros estudios no encuentran asociacién entre EM y riesgo de
cancer de ovario ni de otro tipo de cancer (mama, endometrio, cancer de pulmon, del tracto
urinario o melanoma), aunque si describen un mayor riesgo de presentar linfoma no de

Hopkins *'.

Tabla 5. Edad media (afios) de pacientes con cancer de ovario y/o endometriosis

EM 40+ 10
Cancer de ovario asociado a EM 48 + 10
Cancer de ovario 54 +11

2.3.2. Transformacion maligna
En 1925 se publico por primera vez que la EM podia suftir transformacion maligna * a

través de una fase de transicion de EM atipica. La incidencia de la transformacion maligna

83,84

de EM se estima en aproximadamente el 0.3-0.8 % . Las alteraciones moleculares

. . . ., g 85
implicadas en dicha transformacion pueden dividirse en tres grupos “:

1. Alteraciones comunes a EM y céncer, las cuales suceden en un primer estadio de la
carcinogénesis.

2. Alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumores, tipicas de cualquier tipo
de cancer.

3. Las especificas de los tumores asociados a la transformacion de EM, como son los

CCCylos EC.

Se ha propuesto un modelo de patogénesis de la transformacion maligna de EM en el que
el epitelio endometriotico seria el precursor de tumores, como sucede con la superficie del
ovario. La influencia estrogénica de este epitelio daria lugar a EC, lo que se asemeja a la

carcinogénesis del endometrio. El microambiente de los quistes endometridticos (estrés
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oxidativo e inflamacion) daria lugar a CCC, tumores resistentes al estrés y de crecimiento

lento *, los cuales habrian perdido la dependencia a estrogenos .

La mayor frecuencia de aberraciones cromosdmicas (aneuploidias) encontradas en los EC
respecto a la EM contigua indica una expansion clonal de células aberrantes ya presentes
en EM. Estas aberraciones parecen estar implicadas en la carcinogénesis de EC a partir de
EM ¥, Diversos estudios apuntan que la inactivacion de PTEN por pérdidas de
61,88-90

heterocigosidad o por mutacion estd implicada en la transformacion maligna de EM

Ratones con EM y mutaciones en KRAS desarrollaron EC tras la delecion de PTEN .

Las mutaciones en 7P53 participarian en la transformacién maligna de EM a CCC pero no
a EC. Se han descrito mutaciones de 7P53 en EM asociada a CCC (30 %) mientras que no
se observaron en EM solitaria (sin cancer) ni en EM asociada a EC °'. La pérdida de
expresion de receptores hormonales, del gen supresor de tumores ARIDIA y la
sobreexpresion de HNF-1p, se han descrito en CCC y en la EM asociada. Se ha apuntado a
que la acumulacion de estas alteraciones moleculares en la EM benigna daria lugar a EM

ipi i 47,50,86
atipica y posteriormente a CCC '¢47%86,

2.4. Microambiente
La mayoria de mujeres tiene reflujo del tejido menstrual hacia la cavidad peritoneal pero la

EM ocurre solo en el 5-10 % de estas mujeres. El endometrio normal (eutdpico) de mujeres
con EM es diferente al endometrio de mujeres sanas. Ademas, el ambiente de los quistes
endometridticos es notablemente distinto al del endometrio. Estas diferencias se dan a

nivel genético, endocrino, inmunologico y en el metabolismo celular.

2.4.1. Genético
El endometrio eutdpico y el endometrio ectopico de mujeres con EM muestran diferencias

en la expresion de microARNs **, de genes relacionados con la pluripotencialidad

93 94,95
celular ™, de oncogenes y de genes supresores de tumores ~ .

El endometrio ectdpico presenta un menor nivel de apoptosis que el endometrio eutdpico.
Al contrario de lo que ocurre en el endometrio normal, no hay variacioén en la actividad

apoptdtica de las células endometridticas durante el ciclo menstrual. Ademas, no hay
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correlacion entre la actividad apoptotica, proliferativa y los niveles de receptores de
’ ’ . 96

estrogenos y progesterona, como si ocurre en el endometrio normal . Por otro lado, hay

una expresion aumentada de genes que regulan la supervivencia celular en el endometrio

;. . 9
eutdpico de mujeres con EM 7.

2.4.2. Hormonas esteroideas

La EM es una enfermedad dependiente de estrogenos. En el tejido endometridtico hay un
. , . . 67.

mayor nivel de estrogenos que en el endometrio normal causado por diversos factores '

* El colesterol es la molécula precursora en la sintesis de estrégenos. Las mujeres con
EM tienen niveles mas elevados de colesterol que mujeres sanas °.

* La via de produccion de estrogenos estd anormalmente activa debido a una elevada
expresion de aromatasa, enzima que cataliza la sintesis de estrégenos y que
normalmente no se expresa en el endometrio normal (Figura 5).

* En EM la expresion de enzimas de la via esteroidogénica esta estimulada por la

rostaglandina E2 (PGE2). En endometrio normal la ausencia del factor de
p g

ey, . . <z 99
transcripcion SF1 impide la expresion de estos genes

. WTI1 es un represor
transcripcional de estos enzimas y sus niveles en EM son bajos '%.

* En mujeres con EM hay un exceso de produccion de PGE2 (en endometrio
eutdpico y ectopico) que induce la sintesis local de estrogenos en los quistes
endometrioticos.

* La ciclooxigenasa-2 (COX-2), enzima que cataliza la sintesis de prostaglandinas,
estd sobreexpresada en EM. Los niveles de COX-2 son mas elevados en el
endometrio eutdpico de mujeres con EM que en el endometrio de mujeres sanas.

* La inactivacion de estrégenos activos (estradiol) por oxidacion esta disminuida en
el tejido endometridtico debido a una menor actividad de los enzimas
responsables .

* La progesterona tiene un efecto antiestrogénico induciendo la inactivacion de
estradiol. El endometrio eutdpico y el ectopico de mujeres con EM son resistentes a
progesterona. En EM los niveles de PR son extremadamente bajos a pesar de que

produce grandes cantidades de progesterona.
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El hiperestrogenismo estimula el crecimiento de las células endometridticas y esta

asociado a la transformacion maligna de la EM '%,

Colesterol VEGF IL-1B
SF1
| Aromatasa <€ PGE2 €——— COX-2
Estréogenos

Figura 5. Esquema de la via metabdlica esteroidogénica. El factor de
crecimiento endotelial (VEGF) y la interleucina 1B (IL-1B) estimulan la
I— Progesterona sintesis de la ciclooxigenasa COX-2, aumentando los niveles de la
prostaglandina E2 (PGE2). Esta estimula la expresién de enzimas de la
via de sintesis de estrégenos gracias a la presencia del factor de
Estradiol transcripcion SF1, presente en el tejido endometridtico.

2.4.3. Inflamacion
Un andlisis genético de las vias de sefializacion implicadas en EM ovérica, peritoneal y

cancer de ovario ha revelado que las vias relacionadas con el sistema inmunitario e
inflamacion son las mas comunmente alteradas en EM ovarica, indicando que podrian

% Las mujeres con EM tienen una mayor

jugar un papel esencial en su desarrollo
prevalencia de enfermedades autoinmunitarias, estados de fatiga y dolor crénico.
Alteraciones en la respuesta inmunitaria y la inflamacion las predispondria a céncer e

. . 104
infecciones .

Los macrofagos son células monociticas diferenciadas que pueden adquirir diferentes
fenotipos durante la progresion tumoral: M1, macréfagos protumorales, proinflamatorios o
de activacion clasica, y M2, macréfagos antitumorales o de activacion alternativa. Los M2
expresan el marcador CD163, un receptor para el complejo hemoglobina-haptoglobina
asociado a un fenotipo fagocitico. Al inicio de una lesion los macréfagos crean un
ambiente inflamatorio y cuando ésta progresa hacia una lesion tumoral éstos inhiben la
respuesta antitumoral del sistema inmunitario y promueven la inflamacion, la angiogénesis,

la invasion tumoral y la metéstasis a través de diversos mecanismos .

Los macrdfagos son las células monociticas més abundantes en el liquido peritoneal y son

esenciales para limpiar la cavidad peritoneal de restos endometriales. Las mujeres con EM
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tienen una mayor infiltracion de macrofagos en el endometrio eutopico y en el liquido
peritoneal y, como consecuencia, un aumento en la sintesis y secrecion de diferentes
mediadores proinflamatorios: interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8), TNFa, RANTES y factores
de crecimiento (VEGF, IGF PDGF, CSF1, TGFp o HGF), los cuales estdn implicados en la

patogénesis de la EM ',

Los macrofagos presentes en lesiones endometridticas expresan el marcador CD163 de

108

activacion alternativa . IL-4 es una citoquina tipicamente secretada por estos macrofagos

y se ha demostrado que estimula la proliferacion de células estromales del tejido

endometriotico %

. IL-1 promueve la secrecion de MIF, una citoquina proinflamatoria y
protumorogénica que favorece la proliferacion, migracién y angiogénesis e inhibe la
apoptosis. En el liquido peritoneal y en el tejido endometridtico de mujeres con EM se ha
observado un aumento en la expresion y en la actividad proteica de MIF "' El liquido
peritoneal de mujeres con EM también tiene niveles de IL-8 significativamente mas
elevados que en mujeres sin EM. IL-8 estimula la expresion de COX-2 en macrofagos
peritoneales y en células endometridticas '''. Estas células también producen niveles mas

elevados de IL-6 comparando con las células del estroma endometrial ',

2.4.4. Angiogénesis

Las lesiones endometridticas se caracterizan por tener una densa vascularizacion creada
por un proceso de angiogénesis. La expresion de factores de crecimiento y citoquinas en
EM regula el reclutamiento y la proliferacion de células endoteliales para la formacion de
nuevos vasos '°. Utilizando un modelo murino se ha demostrado que la angiogénesis
promovida por neutréfilos y macréfagos ocurre en un estadio temprano de la EM ',
VEGF es un potente factor de crecimiento proangiogénico implicado en procesos de
angiogénesis fisiologicos y patologicos ' y es secretado por el endometrio eutdpico,
ectopico y por macrdfagos peritoneales. Los niveles de VEGF y su receptor Flk-1, el
nimero de macréfagos activados y el numero de vasos son mdas elevados en tejido

ey . y . 116
endometridtico que en endometrio eutdpico

. Recientemente se ha sugerido que el
liquido peritoneal de mujeres con EM reduce la expresion de microARNSs inhibidores de

VEGF ',
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Se ha demostrado que el aumento en la sintesis y secrecion de VEGF en EM esta
estimulado por citoquinas inflamatorias, sobretodo TNFa e IL-6 ''*. IL-1p secretada por
macrofagos activa la expresion de VEGF e IL-6 en células del estroma endometridtico
pero no en células endometriales debido a que las primeras tienen mayores niveles del
receptor tipo 1 de IL-1B (IL-1 RI). VEGF e IL-6 estimulan la proliferacion de células
endoteliales ''*. Otras citoquinas y factores de crecimiento sobreexpresados en EM como

son IL-8 y TGFp también promueven la angiogénesis '*’.

2.4.5. Hierroy estrés oxidativo
Las mujeres con EM presentan un incremento sistémico del estrés oxidativo '"°. Durante el

desarrollo de la EM grandes cantidades de sangre sufren hemdlisis, dando lugar a elevados
niveles de hierro libre, el cual puede oxidar proteinas y lipidos, causar dafios en el ADN y

alterar el ciclo celular aumentando el riesgo de cancer (Figura 6).

Fallopian tube

°
® . Figura 6. Origen del hierro en la cavidad pélvica de
° - ° pacientes con endometriosis (extraido de Defrere
o 116 - .
\_' o ® w— " et al., 2008) . Los eritrocitos llegan a la cavidad
phacocytosis - al o > !
T A pélvica por menstruacion retrégrada y hemorragia
0. mh) < del tejido endometridtico. Muchos de ellos son
Fel e T | « Fec%wm fagocitados por macrdfagos peritoneales. El hierro
v. . . 7
¢ a y la hemoglobina liberados por estos macréfagos
hemolysis macrophage _ .
‘ o pueden ser asimilados por las células
v
Hb endometridticas, formandose en ellas depdsitos de
| Hp ° . . . . . . .
— ' ) "t‘\* hierro y .hem05|der|na. .Hb. hemoglobina; Hp:
/ ) 1 ‘ ; haptoglobina; Tf: transferrina.
/ [femitinle—— Fe<——=heme —_—
a4 l” Fe - \‘ bleeding
|
|

lesion
mesothelium

hemosiderin

El estrés oxidativo inducido por hierro afecta a células mesoteliales, endometrioticas,
endoteliales y macréfagos. En el mesotelio peritoneal causa dafos creando sitios para la
implantacion de las células endometridticas, en las cuales el hierro promueve la
proliferacion celular. En macrofagos, las grandes cantidades de hierro adquiridas al
fagocitar eritrocitos senescentes provocan su activacion y la consecuente inflamacion. Por

otro lado, genera radicales libres en las células endoteliales y adhesion de monocitos a
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¢éstas, promoviendo la respuesta angiogénica necesaria para el desarrollo de las lesiones
endometrioticas '*°. En las células endometridticas hay un incremento en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y una alteracion de las vias de detoxificacion
comparando con endometrio normal. Los niveles endogenos elevados de ROS se

. . s 121
correlacionan con el aumento de la proliferacion celular .
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3. RHO GTPasas

Las RHO GTPasas pertenecen a una familia de proteinas, llamadas proteinas G, que tienen
actividad trifosfatasa de guanosina (o GTPasa). Son enzimas tipo hidrolasas capaces de
unirse e hidrolizar moléculas de guanosin trifosfato (GTP). Estas proteinas estan altamente
conservadas y se encuentran en todas las células eucarioticas. Pertenecen a la superfamilia
de proteinas RAS. En mamiferos existen alrededor de 60 miembros diferentes y se agrupan
en cinco familias: RAS, RHO, RAB,
ARF 'y RAN (Figura7). Los
20 miembros de la familia de RHO se
agrupan a su vez en 8 subfamilias. Los
mas conservados evolutivamente son
RHOA, RACI y CDC42, que junto a
RHOB y RHOC forman el grupo de las
RHO GTPasas mas estudiadas '*2. Un

1% del genoma humano codifica

proteinas que regulan o son reguladas

por miembros de la familia de las Figura 7. Arbol filogenético de las proteinas delGLa
123 superfamilia RAS (extraido de Vega and Ridley, 2008) .
RHO GTPasas .

3.1. Estructuray regulacion

3.1.1. Estructura
Las RHO GTPasas son proteinas G monoméricas y reciben el nombre de pequenas

GTPasas (small GTPases) debido a su bajo peso molecular (entre 20 y 40 kD). Estan
formadas por entre 190 y 250 aminodcidos y su estructura consta de una pequeia region en
el extremo N-terminal (N-t), un dominio GTPasa central y extensiones en el extremo
C-terminal (C-t). Las RHO GTPasas se diferencian de otras pequefias GTPasas por poseer
un dominio tipo RHO localizado dentro del dominio GTPasa. La mayoria de estas
proteinas sufren modificaciones post-transcripcionales por adicion de lipidos isoprenoides
en la caja CAAX que poseen en el extremo C-t. Dichas modificaciones son cruciales para
realizar su funcidon, ya que facilitan su localizacién subcelular y su asociaciéon con

r 124,12
proteinas reguladoras '**'%.
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3.1.2. Regulacién
Las RHO GTPasas son interruptores celulares cuya actividad esta altamente regulada.

Ciclan entre una forma activa, unida a GTP, y una forma inactiva, unida a GDP. Este
intercambio estd regulado por tres grupos de proteinas: factores intercambiadores de
nucleotidos de guanina (GEF), proteinas aceleradoras de la actividad GTPasa (GAP), e

inhibidores de la disociacion de nucledtidos de guanina (GDI) (Figura 8).

El genoma humano contiene alrededor

de 60 GEF, 70 GAP y 3 GDI. Los Membrana celular $

( Efector {

las RHO GTPasas, mientras que las @ T AhoGhla
GDI {RhoGDIB

GAP favorecen la ruptura del enlace RhoGDIy
fosfodiéster del GTP a GDP. Los GDI GEF e l
se unen a las RHO GTPasas TP

GEF estimulan el intercambio de GDP

por GTP favoreciendo la activacion de

GAP

RhoGDP

impidiendo su activacion tanto

B . . Figura 8. Regulacion de las RHO GTPasas. Estas proteinas
espontanea como inducida por las ciclan entre un estado activo (GTP) e inactivo (GDP) y entre

126.127 , su posicién en la membrana celular y el citosol.
27, Ademas, las

proteinas GAP
proteinas GDI también regulan Ia

localizacion de las RHO GTPasas, las cuales ciclan entre la forma citosolica y la unida a
membrana. De forma simplificada, las RHO GTPasas se mantienen inactivas en el citosol
gracias a la unién con GDI. Tras disociarse, las RHO GTPasas se translocan a membrana
donde se da el intercambio GDP-GTP '**. En algunos tipos celulares hay RHO GTPasas no
asociadas a GDI disponibles para ser activadas inmediatamente tras un estimulo. Algunos
autores han descrito un cuarto grupo de moléculas reguladoras especificas de tipo celular

encargadas de provocar la disociacion entre los GDI y las RHO GTPasas antes de ir a

membrana 2°,

3.1.3. RHO GDIs
Las RHO GTPasas combinan el ciclo GDP/GTP, regulado por GAP y GEF, y el ciclo

citosol/membrana, regulado por GDI. A diferencia de las GAP o GEF, solo existen 3
proteinas GDI en mamiferos. RHO GDI1 (también llamado RHO GDIa) es el mas

abundante, su expresion es ubicua y es capaz de formar complejos citosolicos con varios
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miembros de la familia de las RHO GTPasas, entre ellos RHOA, RHOC, RAC1, RAC2 y
CDC42. RHO GDI2 (también llamado RHO GDIp) se expresa predominantemente en
células hematopoyéticas y parece tener una mayor afinidad por miembros de la subfamilia
RAC. RHO GDIa y RHO GDI se encuentran en el citosol. RHO GDI3 (también llamado
RHO GDIy) es menos abundante, se expresa preferentemente en cerebro y pancreas, y
aunque interacciona con diferentes RHO GTPasas, parece ser mas especifico para RHOB y
RHOG. Este ultimo inhibidor se diferencia de los otros dos por tener una extension en el

extremo N-t responsable de su localizacién en el aparato de Golgi "',

En general, solo una pequefia fraccion de las proteinas RHO en una célula se encuentra
activa en la membrana y un 90-95 % de ellas estan en el citosol, inactivas, unidas a las
proteinas GDI, que no solo son meros inhibidores ya que de algin modo funcionan como
chaperonas manteniendo un reservorio de RHO GTPasas inactivas, las cuales pueden ser
traslocadas a la membrana rdpidamente en respuesta a una sefial. Una vez disociado el
complejo GDI-GTPasa, la proteina RHO debe estar asociada a membrana para evitar su

degradacién .

Se han descrito diversos mecanismos que determinan la disociacion GDI-GTPasa: por
unién a lipidos, a GEF, por interaccion con proteinas especificas y por fosforilacion 2.
Algunos autores han descrito que también son reguladas por degradacion en el proteosoma

133,134

via ubiquitina . Por otro lado, se han descrito proteinas reguladoras que poseen

dominios con actividades antagdénicas (dominios GEF y GAP) las cuales activan ciertas

135

proteinas RHO mientras que inhiben a otras ~°. También se ha sugerido que los GDI

pueden ser los intermediarios en la regulacion entre dos RHO GTPasas como es el caso de

RHOA y RHOB .

3.2. Funciones y vias de seializacion
Las RHO GTPasas son moléculas transductoras de sefiales que llevan informacion desde

receptores de la membrana celular, encargados de captar estimulos extracelulares, a otras
proteinas efectoras intracelulares. Una vez activadas, las RHO GTPasas interaccionan con
proteinas efectoras a través de las cuales regulan una gran variedad de procesos celulares
tales como la morfogénesis, migracion, desarrollo neuronal, divisién y adhesion celular,

transporte de vesiculas, reordenamiento del citoesqueleto, progresion del ciclo celular y
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expresion génica 7% (Figura 9). Cabe destacar que todas las RHO GTPasas

comparten funciones antagdnicas: promueven el crecimiento y poseen también funciones

. rg: 125,139,140
antiapoptoticas " 7 .
Endocitosis/
exocitosis
Adhesién Citoesqueleto
celular de actina
Movilidad Angiogénesis
celular
RHO
Metdstasis GTPasas Progresion
ciclo celular
Apoptosis/ Diferenciacién/

Supervivencia Transformacion

Citocinesis .. MAP quinasas
Expresion

génica

Figura 9. Algunas de las funciones atribuidas a las RHO GTPasas
187
(modificado de Fritz and Kaina, 2006) .

3.2.1. Efectores de las proteinas RHO
Una vez activadas, las RHO GTPasas se unen a moléculas efectoras desencadenando la

activacion de determinadas vias de senalizacion. Las proteinas RHO poseen un sitio de
reconocimiento y acoplamiento para unirse a sus efectores. La uniéon provoca en las
moléculas efectoras un cambio de conformacion, que puede resultar en la activacion o
inhibicion de éstas. Para que la unidn sea estable se requiere la participacion de las colas en
el extremo C-t de las RHO GTPasas que, en ultima instancia, determinan su localizacion
subcelular. Por ejemplo, se ha visto que algunas proteinas efectoras Unicamente son
activadas cuando la GTPasa se encuentran en la membrana plasmatica y no en el

. 141
citosol

. Se conocen mas de 70 proteinas efectoras para los tres miembros mejor
caracterizados: RHOA, RACI y CDC42, que incluyen serina/treonina quinasas, tirosina

. . ;. . . ’ : 140
quinasas, quinasas de lipidos, lipasas, oxidasas y proteinas del citoesqueleto .

PAKI es el primer miembro conocido de los seis que forman la familia de proteinas PAK.
Es una serina/treonina quinasa activada por varias proteinas mediante autofosforilacion,

entre ellas, CDC42 y RACI. La activacion de PAK1 por parte de las RHO GTPasas
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depende de su localizacion en la membrana celular '**. Las proteinas PAK estan implicadas
en la regulacion de diversas funciones celulares tales como la reorganizacion del
citoesqueleto (el papel mas conocido), la apoptosis y transformacion celular, y la
sefializacion hormonal '*'**. Ademas, PAK1 también puede localizarse en el nucleo
donde regula la transcripcion de algunos genes '**. Estructuralmente, esta formada por dos
subunidades, la catalitica en el extremo C-t y la reguladora en el extremo N-t. En esta
ultima subunidad posee un dominio de uniéon a GTPasas (GBD) sobrepuesto parcialmente
a un domino de autoinhibicion (AID). La subunidad catalitica se une al dominio AID
quedando inhibida la funcion de PAKI. Esta conformacién autoinhibida cambia cuando

alguna RHO GTPasa se une al GBD '*.

3.2.2. Funciones bioquimicas

3.2.2.1. Filamentos de actina

Las células reorganizan su citoesqueleto de actina en respuesta a diversas sefales
extracelulares. La activacion de RHOA, RAC y CDC42 promueve la reorganizacion del
citoesqueleto de actina con diferentes efectos en la forma y movimiento celular. La
activacion de RHOA provoca el ensamblaje de filamentos de actina y miosina, conocidos
como fibras de estrés. RAC es responsable de la formacion de lamelipodios mientras que la
activacion de CDC42 da lugar a la formacion de filopodios. Aunque parece haber una
cierta especializacion, también existe activacion cruzada entre los diferentes miembros, y

ademés, dicha activacion tiene diferentes efectos segtin el tipo celular '*>.

3.2.2.2. Microtubulos
Gracias a su polaridad intrinseca, los microtibulos son las estructuras del citoesqueleto que

mas contribuyen a la polaridad y morfologia celular, siendo también responsables de la
distribucion de organelas. La activacion de RAC y CDC42 resulta en la elongacion de los
microtibulos (Figura 10). Estas GTPasas activan a PAK, una quinasa que inhibe el
complejo Opl8/statmina, responsable de promover la despolimerizacion e inhibir la
polimerizacién de microtibulos '*’. PAK1 durante la mitosis celular se localiza en los
centros organizadores de microtiibulos (MTOC) promoviendo su crecimiento '**. Algunos
autores sugieren que el estado de ensamblaje de los microtibulos regula la activacion de
las proteinas RHO. En fibroblastos la despolimerizaciéon de microtubulos provoca la

activacion de RHOA, en cambio, RACI se activaria con la polimerizacion 149,
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Figura 10. Regulacién de microtubulos por parte
de las proteinas RHO. CDC42 y RAC1 favorecen la
| polimerizacidon de microtubulos al activar a PAK,
la cual impide que la proteina estatmina inhiba
dicha polimerizacién. RHOA, a través de su
efector mDIA, estabiliza los microtibulos

[ Stathmin & formados evitando que se despolimericen.

%hoGDI

3.2.2.3. Trafico intracelular
Las proteinas RHO son reguladores clave en el transporte de vesiculas. Estan implicadas

en la formacion de vesiculas, en su transporte y fusiéon con la membrana de destino.
También regulan la maduracion de las cisternas del aparato de Golgi y la formacion de

150,151 . . .
>*. Un estudio in vitro con fibroblastos ha

endosomas desde la membrana celular
revelado que, entre otros efectos, la inhibicion de CDC42 provoca la ruptura de las
estructuras del aparato de Golgi '*>. CDC42 también estd implicada en el transporte del

133 Ppor otro

colesterol desde compartimentos intracelulares hasta la membrana celular
lado, se han asociado bajos niveles de CDC42 con un transporte intracelular de lipidos mas

lento **,

3.2.2.4. Expresion génica
Las RHO GTPasas regulan la transcripcion de genes que codifican proteinas del

citoesqueleto como la actina. Ademas, activan diferentes vias de sefializacion que llevan a
la activacion de diversos factores de transcripcion. RHOA, RACI y CDC42 activan el
factor de respuesta a serum (SRF), NF-kB, y otros factores de transcripcion dependientes
de las quinasas JNK y p38. Un ejemplo es la activacion del proto-oncogén C-FOS por
parte de RHOA '°. Se sabe que CDC42 utiliza distintas vias de sefializacion para regular
la reorganizacion del citoesqueleto de actina y la transcripcion génica, ya que determinadas
mutaciones en CDC42 impiden que esta proteina active la transcripcion génica mientras

que no pierde la capacidad de reorganizar el citoesqueleto '*°.

Las proteinas RHO no sdlo estan implicadas directamente en la regulacion de la expresion
génica sino que también lo hacen a través de los complejos de union intercelular en los que

participan. La activacion de las proteinas RHO permite el mantenimiento de los complejos
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de adhesion focal y parece ser que éstos estan implicados en la transduccion de sefiales que

, . .y y . 15
afectaria la transcripcion génica 7.

3.2.3. Funciones bioldgicas

3.2.3.1. Ciclo celular

Las RHO GTPasas regulan dos puntos del ciclo celular (la fase G1 y la fase M) a través de
la organizacidon de microtubulos, de filamentos de actina y de la regulacion de quinasas
dependientes de ciclina (Cdk). Al inhibir la funcién de las proteinas RHO el ciclo celular

. 158
queda truncado en varios puntos .

La progresion de la fase G1 estd regulada por Cdk, las cuales pueden ser activadas por
ciclinas o inhibidas por union a proteinas inhibidoras. Los niveles de ciclinas e inhibidores
de Cdk son regulados por factores de crecimiento y por proteinas de la matriz extracelular.
Las dos principales ciclinas de la fase G1 son la ciclina D1 y la ciclina E. RAC y CDC42
estimulan la transcripcion de la ciclina D1 y CDC42 estimula la expresion de la ciclina E.
Ademas, las proteinas RHO hacen disminuir los niveles de dos inhibidores de Cdk, p21 y

p27, favoreciendo asi la progresion del ciclo celular '*°.

Las dos estructuras citoesqueléticas implicadas en la division celular son el huso mitotico y
el anillo contractil. El huso mitotico estd formado por microtibulos y es el responsable de
la alineacion de los cromosomas. El anillo contractil estd formado por filamentos de actina
y miosina Il y es el responsable de que las dos células hijas reciban no solo una serie de
cromosomas sino también la mitad del citoplasma 159, mDia3, proteina efectora de CDC42,
forma parte del complejo proteico del cinetocoro, el cual interacciona con los cromosomas
y los microtibulos cinetocoricos. Se ha observado que la inhibicion de CDC42 o mDia3
causa arresto mitdtico debido a que los cromosomas no se unen correctamente a los
microtabulos '’. Ademas, PAKI activada por el complejo ciclina B1/Cdc2 también se
localiza en MTOC, y se ha visto que su presencia es necesaria para la correcta
organizacion de éstos durante la mitosis '**. Las proteinas RHO también juegan un papel
esencial en la funcién del anillo contractil. Utilizando levaduras como modelo, se ha
demostrado que CDC42 se localiza junto con dos de sus proteinas efectoras en el surco de
segmentacion, la zona de estrangulamiento de la membrana plasmatica que da lugar a la

e ., y 161
division en dos células .
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3.2.3.2. Morfogénesis
El establecimiento de la polaridad apico-baso-lateral de las células epiteliales, el

crecimiento de neuritas en neuronas o la migracion direccional en respuesta a un gradiente
de senales son tres procesos en los que se puede apreciar la polarizacion de la morfologia
celular (Figura 11a). Para ello es necesaria la reorganizacion del citoesqueleto, la
participacion de moléculas de adhesion y una distribucion asimétrica de moléculas de
sefializacion. Las proteinas RHO controlan la morfologia celular a través de la regulacion

de los microtubulos y filamentos de actina y de la formacién de uniones adherentes '>.

Durante la polarizacion celular hay crecimiento de microtibulos desde el MTOC hasta la
membrana celular del frente invasivo. Una vez las células estdn polarizadas, los
microtibulos son estabilizados cerca de la membrana, donde juegan un papel crucial en el
transporte de proteinas y vesiculas. RAC1 y CDC42 a través de las proteinas PAK regulan
el crecimiento y elongacién de los microtubulos, mientras que RHOA, a través de sus

efectores mDial y mDia2, participa en la estabilizacion de estas estructuras '®.

La interaccion de cadherinas que precede a la formacion de uniones adherentes activa a
CDC42 y RAC1, implicadas en la formacion de filopodios y lamelipodios. En cambio, esta
interaccion inhibe a RHOA con el fin de facilitar la formacion dichas uniones. De ahi la

importancia del balance entre estas proteinas, las cuales estan sujetas a vias de sefializacion

antagonicas.
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Figura 11. Ejemplos de polarizacion celular (extraido de Fukata, Nakagawa and Kaibuchi, 2003) 158.
(a) Las células epiteliales polarizadas tienen una superficie apical y una basolateral. El extremo
negativo de los microtubulos esta asociado al MTOC y a la superficie apical. (b) Los fibroblastos en
migracién muestran un frente activo y filopodios, donde se activan RAC1 y CDCA42,
respectivamente. Los microtibulos son estabilizados cerca del frente celular en su extremo
positivo. La flecha sefiala la direccion del movimiento.
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3.2.3.3. Migracion celular
La migracion celular en los organismos es direccional. El principal mecanismo de

migracion en las células animales es la elongacion de los filamentos de actina en el frente
celular acoplada a la contraccion de los filamentos de actina-miosina en la parte trasera.
Ademas, los microtubulos son estabilizados en la direccion de la migracion permitiendo el
trafico de vesiculas desde el aparato de Golgi hacia el limite anterior de la célula
(Figura 11b). Mientras RAC es necesaria para la polimerizacion de filamentos de actina en
el frente celular y la formacién de adhesiones focales, RHOA actta en la parte trasera
generando fuerzas contractiles que provocan el movimiento de la célula hacia delante.
CDCA42 es el nexo de union entre las sefiales extracelulares y la polaridad celular; de este
modo determina la direccion de la migracion. Experimentos in vitro con células animales
han demostrado que éstas se mueven hacia un gradiente. CDC42 es necesaria para que los
macrofagos migren hacia un gradiente de sefial quimiotactica, y aunque la inhibicion de
CDC42 no inhibe el movimiento, si se pierde su direccion. En cambio, la inhibicién de
RAC inhibe totalmente el movimiento. Ademas, CDC42 es necesaria para la localizacion
de RAC en el frente celular. La migracion direccional implica reorganizacion de los

centrosomas, aspecto regulado también por CDC42 ',

Durante la migracion celular, el gradiente de PIP3 activa algunas GEF provocando la
activacion de RAC1, que a su vez activa a PI3K en el frente invasivo generandose asi mas
PIP3. En esta zona también se localiza CDC42, responsable de la formacion de
pseudopodos . CDC42 regula la polaridad celular a través de la activacion del complejo
proteico GSK3B-APC, el cual se localiza en el extremo positivo de los microtiibulos que

crecen hacia el frente invasivo de las células en movimiento ',

Un trabajo reciente ha publicado la importancia que tienen las modificaciones
post-transcripcionales de las proteinas RHO en la migracion celular. Las RHO GTPasas
sufren prenilacion y metilacion en su extremo C-t, lo que aumenta su afinidad por las
membranas celulares y estabiliza las interacciones proteicas. Al inhibir la prenilacion hay
una disminucion en la actividad de RHOA debido a que aumenta su degradacion y su
union con GDI. Al inhibir el enzima responsable de esta modificacion se inhibe la
migracion celular no s6lo debido a la pérdida de adhesion celular sino también a la ruptura
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y desorganizacion del citoesqueleto de actina .
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3.2.3.4. Fagocitosis
La fagocitosis es el mecanismo utilizado por el organismo para mantener la homeostasis

. .. . . , 165
tisular, eliminar microorganismos y células tumorales .

Los macrofagos poseen
receptores para discriminar entre células propias del organismo de otras células foraneas.
También poseen receptores para anticuerpos y para proteinas del complemento con las que
reconocen qué microorganismos o células fagocitar. Las células del propio organismo que
entran en apoptosis expresan en su superficie moléculas que las identifican como

candidatas para ser fagocitadas. De este modo se eliminan tanto restos celulares como
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microorganismaos .

Se han descrito dos tipos de fagocitosis en los que estdn implicadas las proteinas RHO. En
la fagocitosis tipo I, o mediada por el receptor de inmunoglobulinas, participan CDC42 y
RAC, mientras que en la fagocitosis tipo II, mediada por proteinas del complemento,

participa RHO '".

Durante las tres fases de la fagocitosis —unién de particulas, extension de pseuddpodos y
cierre del fagosoma— hay reorganizacion del citoesqueleto, fusion y constriccion de
membranas para el cierre del fagosoma. Durante la fagocitosis mediada por el receptor Fcy
las proteinas G se activan preferentemente en la copa fagocitica. La activacion de CDC42

predomina en los margenes de las extensiones

celulares, mientras que la activacion de RAC1 1 3 5 7 9 Time

y RAC2 aumenta durante el cierre del
actin

fagosoma (Figura 12) '°®. CDC42 se activa en
el frente invasivo de las protusiones
Cdc42
fagociticas y se desactiva en la base de estas
extensiones. Esta desactivacion es necesaria
para el cierre del fagosoma, sobretodo en el

caso de grandes particulas, y estd mediado por
Rac2

O

O

&5
) O

PIP3, producto de PI3K, cuya concentracion

N

aumenta en la zona debido a que CDC42 Figura 12. Representacion de la activacion
. 169 temporal de las distintas RHO GTPasas
activa a PI3K ™. durante la fagocitosis (extraido de Hoppe
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and Swanson, 2004) .
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3.3. Proteinas RHO y cancer

Las proteinas RHO no suelen encontrarse mutadas en las células tumorales pero su
expresion y/o actividad esta frecuentemente alterada. Las propiedades oncogénicas de las
RHO GTPasas residen en la capacidad de estimular la progresion del ciclo celular, regular
la transcripcion génica y, en algunos casos, regular la secrecion de factores que promueven
la angiogénesis. En cancer juegan un papel central en la invasion y metastasis debido a que
regulan aspectos como la adhesion celular, la reorganizacion del citoesqueleto o la
migracion celular. La expresion y/o actividad de las proteinas reguladoras de las RHO
GTPasas y sus proteinas efectoras también se ha visto alterada en cancer, aunque no esta
claro si es relevante para la progresion tumoral. Diversos trabajos han publicado que la
expresion de RHOA y RHOC esta frecuentemente aumentada en tumores mientras que la
expresion de RHOB estd disminuida. RHOA estd implicada en la proliferacion y
supervivencia celular estimulando la transformacion y durante la progresion tumoral afecta
a las uniones epiteliales. En cambio RHOC parece tener un papel mas tardio, durante la
invasion y metastasis, tal como se ha descrito en cancer de mama, o durante la transicion
epitelio-mesénquima donde se ha visto incrementada en cancer de colon. Por otro lado,
RACT esta sobreexpresada en diversos tipos de cancer y es de las pocas RHO GTPasas que
se encuentran mutadas en algunos tumores. La estimulacion de la progresion del cancer por
parte de CDC42 parece ser dependiente de tejido. Dicha estimulacion puede deberse a sus
multiples funciones, como son el trafico y degradacion de receptores, la segregacion
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cromosémica o la invasién de células tumorales individuales '”°.

La proliferacion celular también depende del anclaje de la célula a la matriz extracelular.
Este mecanismo estd regulado por RHO GTPasas y la pérdida de esta dependencia es una
de las principales caracteristicas de las células tumorales. Por tanto, la desregulacion de las
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vias de sefializacion de las proteinas RHO podria contribuir a la progresion tumoral .

Las RHO GTPasas estimulan vias de sefializaciéon que llevan a la activacion de diversos
factores de transcripcion, a pesar de que este proceso no se da de forma directa y parece
tener cierta complejidad. RHOA a través de las quinasas p38 y JNK, y CDC42 y RAC1 a
través de la familia de citoquinas IL-6, activan al factor de transcripcion STAT3. Una
sobreactivacion de este factor lleva a la transformacion celular, resistencia a la
quimioterapia y aumento en la migracion celular. La transformacion a través de la
sefnalizacion de PAK es un tema controvertido debido a que algunos resultados apuntan a
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PAK en la transformacion dependiente de RAC, mientras que otros afirman lo

155,171 .7 . . .
71 Durante la transformacion celular de fibroblastos murinos in vitro con

contrario
proteinas RHO constitutivamente activas, se ha demostrado que las proteinas de la familia
RHO activan hasta cuatro principales vias de sefalizacion. Los factores de transcripcion de

dichas vias, p53, c-myc, c-Jun y E2F, estan sobreexpresados en estas células ',

3.3.1. CDC42y transformacion celular
Existen suficientes evidencias que demuestran que CDC42 induce transformacion celular,

directa o indirectamente. CDC42 participa en el trafico intracelular y en la progresion del
ciclo celular y se ha sugerido que ambas funciones estan acopladas. CDC42 se asocia en el
aparato de Golgi con la subunidad yCOP de un complejo proteico llamado COPI '
Mutantes de CD(C42 defectuosos en el ciclo GTP/GDP bloquean el transporte de vesiculas
del reticulo endoplasmatico al aparato de Golgi, mientras que la activacion constitutiva de
CDCA42 lo estimula. Por otro lado, los dominantes positivos que ciclan espontdneamente a
un estado activo son estables en células in vitro e inducen transformacion '™, Estas células
presentan niveles elevados de receptores del factor de crecimiento epitelial (EGFR), debido
a que su ubiquitinizacion estd bloqueada, y sobreactivan la via de sefializacion de la
quinasa ERK. Solo los mutantes de CDC42 capaces de unirse a YCOP inducen el aumento
de EGFR, lo que supone un nexo de unién entre el trafico intracelular y la transformacion
maligna inducida por CDC42. Por otra parte, a pesar de que los mutantes negativos de
CD(C42 acthian inhibiendo el crecimiento celular, hay trabajos que indican que expresados
a bajos niveles pueden inducir transformacion '”. A pesar de parecer contradictorio,
RHO GDI también contribuye a la transformacion inducida por CDC42 debido a que es
responsable de liberar esta GTPasa activada de la membrana plasmadtica y transportarla a
otras membranas intracelulares donde interacciona con proteinas diana '’°. Ademas, se ha
descrito que la unién con RHO GDI es necesaria para inducir transformaciéon '”’. Un papel
mas directo se ha observado en cancer colorectal, donde la sobreexpresion de CDC42
reduce los niveles del gen supresor de tumores /D4 por metilacion '’*. Por otro lado, en los
ultimos afios también se ha descrito CDC42 como un supresor de tumores, y aunque el
mecanismo no esta claro, parece que el mantenimiento de la polaridad celular le otorgaria

esta propiedad '”°.
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3.3.2. Invasion tumoral y metdstasis
Existen diversos tipos de cancer donde la expresion de algunas RHO GTPasas esta

incrementada. Un ejemplo son los tumores de mama, los cuales presentan niveles de
RHOC significativamente mas elevados que el tejido normal y un menor nivel de
transcripcion del inhibidor RHO GDIy. Ademas, los niveles de RHOC se relacionan con
una mayor probabilidad de recidivar, presentar metéstasis o con un peor prondstico '*. En
carcinoma de pulmoén los niveles elevados de RHOC se han relacionado con un mayor
potencial invasivo de los tumores '*'. En carcinoma de ovario la sobreexpresion de RHOA
y RHOC esta relacionada con la progresion e invasion tumoral '*2. Al contrario que estas
dos RHO GTPasas, se ha sugerido que RHOB es un supresor de metastasis. El
silenciamiento génico de RHOB con ARN de interferencia en células bronquiales in vitro
promovié migracion e invasion de estas células, observandose modificaciones en el
citoesqueleto de actina y en la adhesion celular '®. Asimismo RHO GDIp se ha descrito
como un supresor de metastasis, en cambio en cancer gastrico su expresion se ha
correlacionado con la progresion tumoral y metastasis . El papel de este inhibidor no
estd claramente definido ya que también se ha descrito que activa la expresion del oncogén
COX-2, lo que resulta en rotura de uniones adherentes y un aumento de la invasion celular

e 185,186
y metastasis 7 .

Igualmente CDC42 esta implicada en la invasion y migracion de células cancerosas. Su
activacion por parte del receptor TGFf tipo III resulta en la inhibicion de la motilidad
celular de células epiteliales normales y cancerosas gracias a que la migraciéon no
direccional queda inhibida '*’. Las proteinas PAK, efectoras de RAC1 y de CDC42, suelen
encontrarse sobreexpresadas en diferentes tipos de cancer. En carcinoma de ovario la
amplificacion génica de PAKI ocurre en un 30 % de los tumores y la sobreexpresion

proteica en un 85 % '*°

. En cancer de ovario también hay sobreexpresion de PAKI1 y
PAK2 activas (fosforiladas). Los carcinomas serosos presentan la mayor expresion de
PAKI1 mientras que la expresion de PAKI nuclear activa es mayor en los tumores de
grado 3. Ambas formas se asocian con un peor prondstico. Ademads, la inhibicion de PAK1
y PAK2 reduce la migracion e invasion celular en lineas celulares de cancer de ovario '™.
No so6lo la proteina efectora PAK regula la migracion a través de las proteinas RHO;

estudios in vitro con células de carcinoma de colon han demostrado que las quinasas ERK

y MAPK promueven movilidad celular e invasion a través de RHOA y RAC '*°.

45



3.3.3. Las proteinas RHO como dianas terapéuticas
La inhibicion de la actividad de las proteinas RHO puede realizarse a distintos niveles:

inhibiendo su transcripcion, las modificaciones lipidicas post-transcripcionales, los factores
que las activan, impidiendo la unioén con sus proteinas efectoras o inhibiendo la acciéon de
estas ultimas. Una gran parte de las aproximaciones terapéuticas contra las proteinas RHO
se han enfocado hacia las modificacions post-transcripcionales que sufren en su extremo
C-t, como es el caso de la isoprenilacion. Esto se debe a que esta modificacion lipidica es
esencial para su correcta localizacion subcelular y para su funcion. Inhibidores de los
enzimas encargados de dicha modificacion han sido investigados como terapias

antitumorales °'.

La familia de farmacos de las estatinas inhibe uno de estos enzimas, la HMG-CoA
reductasa, quedando asi reducida la actividad de las pequenias GTPasas al inhibirse la
isoprenilacion. El tratamiento de modelos murinos de cancer de ovario con Lovastatina ha
provocado la disminucién del nimero de metéstasis . Otra estatina (Atorvastatina) se ha
utilizado en osteosarcoma inhibiendo la via RHOA->JNK->MMP, la cual promueve

193 , e,
. En lineas celulares de ratones con melanoma la utilizacion de

invasion celular
Simvastatina ha reducido la metéstasis pulmonar, la invasion y adhesion celular, la
expresion de metaloproteasas y la localizacion de proteinas RHO en la membrana

celular %,

El Alendronato es un farmaco del grupo de los bifosfatos que también inhibe la prenilacion
proteica. En un modelo murino de cancer de ovario este firmaco comunmente usado para
la osteoporosis inhibe la diseminacion tumoral. Los resultados indican que hay una
disminucién de la invasion estromal y una reduccién de los niveles de MMP-2, con lo que
se inhibe la migracion celular y la actividad proteolitica. El tratamiento ha reducido los
niveles séricos del marcador CA125, que generalmente se encuentran elevados en cancer

. . . 195
de ovario diseminado .

GGA (geranil geranil acetona) es un compuesto isoprenoide de estructura similar a un
componente metabdlico de la via de modificacion post-transcripcional de las proteinas
RHO. Este analogo suprime la prenilacion de las proteinas RHO reduciendo su actividad.
En lineas de cancer de ovario la induccion de invasion celular queda suprimida por la
accion de GGA. La consecuente inactivacion de RHO va acompafiada de cambios en la

morfologia celular, pérdida de formacién de fibras de estrés y adhesiones focales e
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inhibiciéon de la proteina efectora FAK, implicada en la migracion celular '*°. Ademas,
GGA también inhibe la progresion tumoral in vivo en un modelo murino de cancer de
ovario. En estos ratones hay una disminucién de la proliferacion celular, y por tanto del
crecimiento tumoral, e inhibicion de la via RAS-MAPK "’. La farnesil transferasa es otro
enzima que cataliza la prenilacion de las proteinas RHO. Su inhibicién induce un fenotipo
durmiente en células de cancer de mama gracias a la disminucion de los niveles de

RHOA '8

Fasudil es un inhibidor de las quinasas ROCK, activadas por las proteinas RHO. Este
compuesto provoca cambios conformacionales en estas proteinas efectoras que hacen que
aumente la afinidad por su inhibidor. Fasudil se ha utilizado en modelos humanos de
cancer de mama y fibrosarcoma invitro asi como en un modelo murino de
hepatocarcinoma. En ellos se ha inhibido la migracion de las células tumorales y el
crecimiento independiente de anclaje. Ademads, en tres modelos in vivo se ha demostrado
que la progresion tumoral se reduce con el tratamiento '*°. En lineas celulares de cancer de
ovario Fasudil mejora el efecto del cisplatino en la inhibicion del crecimiento y apoptosis.
Este farmaco inhibe a la proteina HIF 1o, la cual media la transcripcion de VEGF, con lo
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que se inhibe la angiogénesis del tumor ~.

Por otro lado, Salvicine es un inhibidor de la ADN topoisomerasa Il que utilizada en
modelos murinos ha logrado disminuir la metastasis pulmonar disminuyendo los niveles de
RHOC vy la translocaciéon de RHOA y RHOC del citosol a la membrana celular *'.
Recientemente se ha identificado un compuesto que inhibe la transcripcion génica de
RHOA y RHOC y su uso invitro en un modelo de cancer de prostata ha reducido la
invasion de estas células tumorales **>. Ademas, también se han utilizado compuestos
naturales extraidos de plantas con fines terapéuticos dirigidos a inhibir el crecimiento
tumoral que implican a las proteinas RHO. Un ejemplo es el bencilisotiocianato, presente
en las plantas cruciferas, y se ha demostrado que reduce la angiogénesis e invasion de
tumores  pancréaticos al inhibir la via HIFa>VEGF>RHOC->STAT3 **
Morelloflavone, un biflavonoide extraido de la planta Garnicia dulcis, inhibe la expresion
de VEGF en cultivos primarios de células endoteliales humanas. Reduce el crecimiento
tumoral y angiogénesis in vivo en un modelo murino de cancer de prostata gracias a la
inhibicion de RHOA y RAC1 ***. Otro compuesto natural, el acido 6-pentadecilsalicilico,

es un acido anacardico que inhibe la histona acetiltransferasa. Al igual que los compuestos
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anteriores, inhibe la angiogénesis tumoral. En cancer de prostata bloquea las quinasas Src 'y

FAK y como consecuencia activa a RHOA e inactiva a RAC1 y CDC42 *%.

Por ultimo, las proteinas PAK se han descrito como buenas dianas terapéuticas debido a la
variedad de funciones celulares que regulan y a su implicacion en diversas enfermedades.
Sin embargo, actualmente no se ha descrito ningin compuesto adecuado para uso clinico.
Su inhibicién como principales efectores de las proteinas RAC1 y CDC42 no ha resultado
exitosa debido a la existencia de varios miembros y a la poca especificidad de los
inhibidores. A pesar de que se ha conseguido inhibir la actividad catalitica de algunas
proteinas PAK, no hay que olvidar que éstas también pueden tener un papel de soporte
para la interaccion y activacion de otras proteinas como es el caso de AKT-PDK1 **°. Una
alternativa para la inhibicion especifica de PAKI1 ha sido prevenir las interacciones
proteicas de PAK1 con RACI y CDC42 evitando asi su activacion. Este efecto se ha
logrado con una molécula llamada IPA-3, pero experimentos in vitro han evidenciado la
inespecificidad del compuesto al inhibirse también otras quinasas **’. Ademas, la unién de
IPA-3 es reversible y queda inactivada dentro de las células. El uso de pequefias moléculas
quimicas como inhibidores alostéricos que estabilizan la conformacion autoinhibida de
PAK1, resuelve en parte el problema de la especificidad ya que el dominio AID solo esta
presente en las proteinas PAK del grupol y no estd conservado en otras quinasas. De
hecho, existen inhibidores enddgenos con estas caracteristicas como la proteina merlin,

146 1 a viabilidad de animales deficientes en

producto del gen supresor de tumores NF?2
PAKI1 hace pensar que su inhibicion como diana terapéutica serd tolerada en pacientes
aunque aun no hay estudios concluyentes y tampoco se descarta que se den mecanismos de
compensacion. Por otro lado, la especificidad de las moléculas de ARN de interferencia
para inhibir PAK1 queda contrarrestada por la poca estabilidad que tiene este tipo de
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moléculas in vivo .
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HIPOTESIS

Las proteinas de la familia RHO estan implicadas en diversos mecanismos celulares como
la polaridad, movilidad celular, transformacion, etc. que participan en la invasion y
progresion tumoral. Los carcinomas de células claras y los serosos de alto grado presentan
diferentes patrones de diseminacién y se cree que las proteinas RHO podrian estar
implicadas en su patogénesis. Por otro lado, se ha descrito que los carcinomas de células
claras y endometrioides de ovario podrian derivar de la endometriosis como lesion
precursora. Se propone que la alteracion de la expresion y activacion de la RHO GTPasa

CDCA42 podria estar implicada en la progresion tumoral de la endometriosis ovarica.
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OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo consiste en estudiar el papel de las RHO GTPasas en el
carcinoma de ovario. Mas concretamente, analizar y correlacionar la expresion y la
actividad de las proteinas RHO con las diferentes caracteristicas biologicas y clinicas de
los carcinomas de ovario serosos de alto grado y de células claras. Otro objetivo es conocer
la implicacion de la RHO GTPasa CDC42 en la transformacion celular de endometriosis a

carcinoma.

51






RESULTADOS
1. Articulo1

“Ovarian clear cell carcinomas: RHO GTPases may contribute to explain their singular
biologic behavior”

Los carcinomas de células claras (CCC) se encuentran frecuentemente confinados al ovario
en el momento del diagndstico mientras que la mayoria de los carcinomas serosos de alto
grado (HGSC) se diagnostican diseminados fuera del ovario. Por otro lado, se conoce que
las proteinas RHO estdn implicadas en la invasion tumoral y metdstasis. Analizamos la
expresion de las principales RHO GTPasas y sus inhibidores con el fin de saber si existe
una expresion diferencial de estas proteinas entre CCC y HGSC que pudiera explicar el

patron de diseminacion de ambos tumores.

Se analizaron las caracteristicas clinico-patologicas de 22 pacientes con CCC y de 31
pacientes con HGSC. La edad de las pacientes con HGSC fue ligeramente mayor a la de
aquellas que presentaban CCC (62 vs. 56 afios). El estadio tumoral en el momento del
diagnostico fue significativamente diferente entre ambas. El 38 % de los CCC se
diagnosticaron en estadio I, mientras que el 90 % de los HGSC se encontraron en estadio
avanzado (III y IV) y solo un 10 % de éstos se clasificaron en estadio I. E1 59 % de los
CCC (frente al 0 % de los HGSC) esta asociado a endometriosis (EM). Al finalizar el
seguimiento casi el 60 % de las pacientes con HGSC murieron a causa del tumor o vivian
con la enfermedad, mientras que este porcentaje fue del 31 % en pacientes con CCC. La
supervivencia global a los 5 afios también fue mayor en las pacientes con CCC
(71 % vs. 41 %) asi como la supervivencia libre de enfermedad (61 % vs. 30 %). La
respuesta a la quimioterapia (taxanos y carboplatino o cisplatino) fue similar en ambos

tipos histologicos y en ambos estadios, temprano y avanzado.

Se estudi6 la expresion del ARN mensajero de tres miembros de la familia RHO (RHOA,
RHOC y CDCA42), de tres inhibidores RHO GDI (RHO GDIa, RHO GDIB, RHO GDIy) y
la expresion proteica de PAK1, una proteina activada por CDC42. Se analiz6 la relacion de
la expresion de estos genes con el estadio tumoral, el tipo histologico y la respuesta al

tratamiento en un grupo de 27 CCCy 75 HGSC.
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Los CCC mostraron niveles del inhibidor RHO GDIa mas elevados que los HGSC. Los
niveles de CDC42 y el porcentaje de casos positivos para PAK1 fue menor en los CCC que
en los HGSC. Por otro lado, en los CCC la expresion de RHOA y RHOC fue mayor en
estadios avanzados (II-IV) que en los casos de estadio I. Los HGSC resistentes a la

quimioterapia presentaron mayores niveles de expresion de RHOA.

2. Articulo 2

“CDC42-positive macrophages may prevent malignant transformation of ovarian
endometriosis”

En el trabajo anterior los resultados obtenidos de CDC42 pueden explicar, en parte, que los
CCC se diagnostiquen frecuentemente en estadios iniciales y no diseminados fuera del
ovario. Por otro lado, se cree que entre un 40 y 50 % de casos de CCC se originan a partir
de EM. El objetivo de este trabajo fue saber si CDC42 tenia un papel relevante en la
transformacion de EM a carcinoma. Para ello se compararon 22 quistes endometrioticos no
asociados a cancer (solitarios), 19 asociados a carcinoma (contiguos al tumor) y los 19

tumores correspondientes (11 CCC, 4 endometrioides (EC) y 4 mixtos CCC-EC).

La edad media de las pacientes diagnosticadas de carcinoma fue mayor que la de las
pacientes con EM sin cancer (51 vs. 36 afios). El 60 % de los CCC se diagnosticaron en
estadio I, el 30 % en estadio III y el 10 % en estadio IV. Todos los EC se clasificaron en
estadio I. De los carcinomas mixtos, 1 se diagnostico en estadio I, 1 en estadio II y 1 en

estadio III.

Se estudi6 la expresion del ARN mensajero de CDC42 en quistes endometridticos
solitarios, asociados a carcinoma y en el carcinoma adyacente. La expresion de CDC42 fue
significativamente mayor en los quistes solitarios que en los asociados a cancer. Dicha
expresion también fue mayor en los carcinomas que en los quistes endometrioticos
contiguos al tumor. Los niveles de ARN mensajero de CDC42 en ovario normal fueron
similares a los de los quistes endometridticos, mientras que en los carcinomas fueron
superiores a los del ovario normal. La tincion inmunohistoquimica con CDC42 reveld que
las células que expresaban CDC42 con mayor intensidad eran macréfagos, lo que se

confirm6 con el marcador de macréfagos CD163. La expresion proteica de CDC42 fue
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mayor en los quistes endometridticos solitarios (58 % casos positivos) que en los quistes
asociados a céancer (28 %) y que en los carcinomas asociados a éstos (5 %). Todas las
muestras presentaron una densa infiltracion de macréfagos CD163 y no se encontrd
relacion entre CDC42, la edad, el estadio, el grado o el tipo de carcinoma. La discrepancia
entre los resultados de expresion del ARN y proteina de CDC42 pueden ser debidos a un
efecto de compensacion segun el cual la maquinaria de transcripcion génica se activa para

compensar los bajos niveles de proteina.
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DISCUSION

1. Proteinas RHO y diseminacién tumoral
Los carcinomas de ovario de células claras (CCC) y los serosos de alto grado (HGSC)

presentan caracteristicas clinico-patologicas muy distintas entre si. Los CCC suelen
diagnosticarse en estadios mas bajos que los HGSC, tienen una menor incidencia de
metastasis en nddulos linfaticos, presentan una peor respuesta a la quimioterapia y peor
prondstico ****2%21° Ademas, en los Gltimos afios se ha sugerido que tienen un origen

211

diferente ~ . Numerosos estudios indican que la endometriosis (EM) es la lesion

12,14,74
precursora de los CCC '*'*”

, aunque éste no seria el Unico origen ya que también se ha

. .. . ’ . S 212
sugerido que pueden originarse a partir de adenofibromas por otra via carcinogénica ~ °.
Recientemente se ha apuntado que los HGSC podrian desarrollarse a partir de lesiones

8213215 Esta podria ser la causa que explicaria las

in situ de las trompas de Falopio
diferencias entre estos dos tipos de tumores en cuanto a su grado de invasion. Mientras que
los CCC se originan en el ovario y por ello se encuentran frecuentemente confinados en €l
en el momento del diagndstico, los HGSC se desarrollan fuera del ovario y llegarian a ¢l al

adquirir un fenotipo invasivo.

En el presente trabajo los HGSC mostraron niveles mas elevados de CDC42 y PAKI y
menor expresion de RHO GDIa que los CCC, lo que sugiere que los HGSC son mas
invasivos que los CCC en si mismos. Ademas, los CCC en estadio avanzado (II-IV)
presentaron mayores niveles de expresion de RHOA y RHOC que los CCC en estadio 1.
Estos resultados concuerdan con los de otros autores que también observaron un aumento
de RHOA y RHOC en estadios avanzados y en metastasis de carcinoma de ovario '* y un
aumento de CDC42 en cancer de pulmon relacionado con una mayor invasiéon *'°. Ademas,
CDC42 participa en la activacion de PAKI, que a su vez activa diversas vias de
sefnalizacion celular. De este modo, regula un amplio niimero de procesos celulares como
la movilidad celular, proliferacion, supervivencia, y muerte celular 217 Por lo tanto, los
procesos regulados por CDC42 pueden verse alterados por la sobreexpresion de PAK1, que
es la que en ultima instancia activa o inhibe las distintas vias de sefializacion. En
carcinomas de ovario de alto grado se ha descrito la amplificacion génica de PAKI,
identificado como un oncogén, y se ha asociado su sobreexpresion y activacion con mal

pronéstico '**. Ademas, se ha demostrado que la inhibicion de PAK1 en lineas celulares de
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cancer de ovario reduce la migracion e invasion sin afectar la proliferacion ni la apoptosis.
Inversamente, la sobreexpresion de PAKI1 invitro aumenta la migracion celular e
189,218

invasion . Nuestros resultados indican que hay una menor expresion de CDC42 y de

PAK1 en los CCC comparando con los HGSC.

2. Diagnéstico y tratamiento
Otro aspecto que diferencia los HGSC de los CCC es la respuesta al tratamiento y, por

ende, la probabilidad de supervivencia. Una de las caracteristicas clinicas de los CCC es el
alto porcentaje de tumores diagnosticados en estadioI *°. A pesar de ello, este tipo
histologico se considera un factor de mal prondstico. En estadios avanzados (11 y I'V) estos
tumores presentan resistencia al tratamiento y peor prondstico que otros subtipos como el
HGSC *°. El pronéstico de las pacientes con CCC en estadio I y II es similar al de otros
tipos histologicos. En cambio, en estadios avanzados (IIl y IV) la probabilidad de
supervivencia es menor *'. Sin embargo, en nuestra serie el porcentaje de pacientes con
CCC y HGSC en estadios II-IV que respondieron con ¢éxito al tratamiento fue similar
(50 % vs. 48 %). Ademas, la supervivencia global y la supervivencia libre de enfermedad a
los 5 afios fueron ligeramente mayores en las pacientes con CCC. Estos resultados podrian
explicarse por el bajo nimero de casos analizados y por las diferencias en el estadio de los
CCC y HGSC, lo cual pudo haber influenciado el andlisis de la supervivencia que se

realiz6 con todos los casos y no por estadios.

El tratamiento estandar que reciben las pacientes con carcinoma de ovario esta basado en
drogas citotoxicas (platino y taxanos) que son eficaces contra células proliferativas. No es
el caso de los CCC, en los que se ha descrito la baja proliferacion como uno de los

. En cambio, los HGSC tipicamente

mecanismos de resistencia a la quimioterapia
presentan un alto indice de proliferacion °. Ademas, aproximadamente el 95 % de los
HGSC tienen mutaciones en el gen 7P53 o mecanismos alternativos de inactivacion de la
proteina p53 . Se sabe que p53 puede ser regulada negativamente por CDC42. En un
estudio in vitro se ha demostrado que al inhibir CDC42 aumentan los niveles y la actividad
de p53. Ademas, se conoce que CDC42 es diana de una molécula de microARN (miR-29).
Por tanto, p53 puede ser activada por este microARN a través de la supresion de

CDC42 *" (Figura 13). Estos datos van en concordancia con nuestros resultados, que

indicaron una mayor expresion de CDC42 en los HGSC. La alteracion de p53 impediria a
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la célula poner en marcha los mecanismos de miR-29
supervivencia activados por dafio en el ADN. En \_

TTo) PI3K
(p p85a),

\/

consecuencia, las células acumularian errores en el

ADN que, finalmente, llevarian a la muerte celular.

~ 0~

Ademas, en lineas celulares de carcinoma seroso
de ovario se ha identificado una proteina quinasa

activada por CDC42 (CDC42BPB) cuya expresion Apoptosis

esta aumentada en las células resistentes a
Figura 13. Modelo en el que el microARN

CiSplatino 220. Se ha identificado esta proteina miR-29 inhibe la funcién de p53 a través
1 . . 21 de CDC42 (extraido de Park, Lee, Ha, Nam
como diana terapeutica en otro estudio in silico =" and Kim, 2009) 215. e ol model

planteado miR-29 también inhibe la

Por otro lado, niveles elevados de RHOA podrian subunidad alfa de PIK3.

inducir resistencia a la quimioterapia. En un
estudio funcional con células de cancer géstrico se relaciond la alta expresion de RHOA

222 , . ) ]
.Y en lineas celulares de mieloma se ha descrito la via

con peor respuesta al tratamiento

de senalizacion Wnt-RHOA como la responsable de inducir el mecanismo de resistencia a
. 223 L :

drogas en estas células “*”. Nuestros datos indican que en los HGSC los niveles elevados de

RHOA podrian inducir resistencia a la quimioterapia.

Debido a que las proteinas de la familia RHO estdn implicadas en la patogénesis de varios
tipos de tumores resultan buenas candidatas para ser dianas terapéuticas. Se han empleado

192,195,196 193
77T osteosarcomas

diversos compuestos para inactivar RHOA en cancer de ovario
y recientemente en leucemia mieloide crénica ***. La inhibicion de RHOA resulta en una
disminucion de la invasion, diseminacion y metastasis peritoneal. En células de céancer
gastrico se ha utilizado un microARN (miR-29) para reducir la expresion de CDC42 y su

efector PAK1, inhibiendo asi la proliferacion, invasion y migracion de estas células >

La probabilidad de supervivencia depende del diagnostico precoz ya que el éxito del
tratamiento depende del estadio en que se encuentre el tumor en el momento del
diagnostico. Por este motivo el diagnostico precoz es de vital importancia para las
pacientes con tumores epiteliales de ovario. Actualmente no existen programas de cribado
suficientemente sensibles y especificos y la ultrasonografia, el examen de pelvis y los
niveles en suero del marcador CA125 son las herramientas que se utilizan para la deteccion
de estos tumores. Ademas, el carcinoma de ovario es un tumor que no produce sintomas ni
signos clinicos especificos **° y en muchos casos son diagnosticados casualmente en
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exdmenes rutinarios. CA125 es el marcador mas utilizado para monitorizar la respuesta al
tratamiento y para detectar recidivas pero no se utiliza para el cribado y deteccion de la
enfermedad por su baja especificidad. A partir de un estudio retrospectivo se ha creado una
guia-indice de los sintomas de céncer de ovario para diferenciar entre mujeres sanas de
aquellas con tumores de ovario benignos y malignos. De validarse en un estudio

prospectivo, esta guia seria de gran utilidad para el cribado de las pacientes '°.

En el caso de los CCC, debido a las caracteristicas clinicas de estos tumores (resistencia a
la quimioterapia y mal prondstico), es de gran importancia el estudio de su lesion
precursora. El conocimiento de las alteraciones moleculares que ocurren entre la EM y los
carcinomas asociados a ella es el primer paso para buscar nuevas dianas terapéuticas. De
algin modo, el estudio de la EM como lesion precursora de un tumor seria, quizas a largo
plazo, una herramienta de diagnostico precoz. El seguimiento de estas pacientes brindaria

la oportunidad de detectar tumores ovaricos en estadios bajos.

3. Endometriosis como lesion precursora
A pesar de que la EM estd descrita por la Organizaciéon Mundial de la Salud como una

lesion benigna, diversos estudios han sugerido que se trata de una lesién clonal de
naturaleza neoplasica. Las alteraciones genéticas de las células endometridticas indican
que se trata de una lesion premaligna. El endometrio eutopico de mujeres con EM presenta
alteraciones en oncogenes y genes supresores de tumores °'. Se ha sugerido que estos
cambios son causados por el endometrio ectdpico que, a través de diversas vias de
sefializacion, causaria cambios epigenéticos y alteraciones genéticas en el endometrio
eutépico **’. La inactivacion de genes supresores de tumores es un mecanismo comiin en la
EM vy estd implicado en la proliferacion y mantenimiento de los implantes

s sy 228
endometridticos “°.

Diversos estudios apuntan que la EM atipica es la lesion precursora de los carcinomas
endometrioides y de los CCC debido a que frecuentemente se encuentra en un area de

8229 En nuestra serie, las muestras de EM

transicion entre EM benigna y cancer de ovario
contigua al tumor mostraron atipia mientras que no se observo EM atipica en los quistes

endometrioticos solitarios (no asociados a cancer).
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4. Microambiente endometridtico y tumoral
Esta ampliamente aceptado que la EM esta asociada a una desregulacion de la respuesta

inmunitaria. El sistema inmunitario, y en particular los macrofagos, juegan un papel

esencial en la patogénesis de la EM >

Los macréfagos participan en numerosas
funciones: fagocitosis, degradacion de antigenos fordneos, degradaciéon de la matriz
extracelular, remodelacion del tejido, produccion y secrecion de citoquinas y factores de
crecimiento. Los macrofagos son abundantes en los tejidos reproductivos femeninos donde
participan en el normal desarrollo de la funcion ovarica. Estan implicados en la formacion
del foliculo, en la formacién y regresion del cuerpo luteo y en la reestructuracion del tejido

;. <7 231
ovarico durante la ovulacion =",

Anomalias en el microambiente del tejido invadido hacen posible que las células
endometriales se adhieran a ¢l y proliferen. Endometrio eutdpico y ectdpico difieren en la
expresion de genes relacionados con la adhesion celular, citoesqueleto, matriz extracelular,
transduccion de sefiales y sistema inmunitario ***. La presencia de células endometriales en
la cavidad peritoneal ocurre en todas las mujeres durante el ciclo menstrual. Se ha
postulado que, en condiciones normales, estas células son destruidas por macréfagos, y que

23 De hecho, el ambiente

dichos macréfagos estan alterados en mujeres con EM
peritoneal de las mujeres con EM es propicio para la implantacion y proliferacion de las
células endometriales recién llegadas. Las mujeres con EM tienen un mayor numero de
macrofagos en el endometrio eutdpico, en las lesiones endometridticas y en el liquido
peritoneal que mujeres sin EM, y ademas estos macréfagos presentan activacion

106,108

alternativa . Estas mujeres tienen una mayor secrecion de citoquinas y factores de

crecimiento, los cuales no solo estan implicados en la patogénesis de la EM, sino que

107,234 .
7234 En nuestra serie

también estimulan la proliferacion celular en carcinomas de ovario
todas las muestras (quistes endometridticos asociados y no asociados a cancer y tumores)

mostraron una densa infiltracion de macréfagos con activacion alternativa (CD163+).

Para la implantacién de las células endometridticas es de vital importancia que el ambiente
peritoneal favorezca la formacion de una red de vasos, dentro y alrededor de estas lesiones
necesaria para su mantenimiento. La angiogénesis requiere proliferacion, migracion y
extension de las células endoteliales, remodelacion, adhesion a la matriz extracelular y
formacion del lumen. Este proceso se da de forma no patoldgica durante el ciclo menstrual

y la formacion del cuerpo luteo y estd controlado por factores de crecimiento y
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citoquinas '°. En el endometrio ectopico hay un mayor numero de vasos y macréfagos
activados y niveles mas elevados de VEGF comparando con el endometrio eutdpico '°.
Los macrdfagos peritoneales secretan VEGF en respuesta a hormonas esteroideas y
citoquinas inflamatorias (elevadas en EM) "'***. Las RHO GTPasas CDC42 y RACI
participan en la sintesis de VEGF a través de la quinasa c-Jun *°. En nuestra serie las
células que mostraron inmunotincién positiva para CDC42 eran macrofagos. Desde los
quistes endometrioticos solitarios hasta la EM atipica contigua al tumor y los carcinomas
observamos una disminucion de macréfagos CDC42 positivos (CDC42+).
Hipotéticamente, este hecho podria resultar en una disminucioén de la sintesis de VEGF,
presumiblemente debido a que los nuevos vasos sanguineos se formarian en los primeros

estadios de la EM, tal y como han sugerido algunos autores '*.

5. Macrofagos y fagocitosis
Se ha postulado que durante la iniciacion del tumor los macrofagos tendrian un fenotipo

inflamatorio y que durante la progresion tumoral irian adquiriendo un fenotipo
fagocitico ', En concordancia con esta teoria, se ha descrito que los macréfagos en EM
presentan activacion alternativa (fenotipo fagocitico) y son necesarios para el crecimiento

1% De hecho, las células tumorales de

y desarrollo de los implantes endometridticos
. I ’ . . 23

carcinoma de ovario inducen en los macréfagos dicha activacion **’. Nuestros resultados

indican que en EM y en carcinoma de ovario hay una densa infiltracién de macréfagos con

fenotipo fagocitico (CD163+).

Por otro lado, se ha descrito que tanto en EM como en carcinoma de ovario los macrofagos

presentan deficiencias en la habilidad para fagocitar ****°

. La formacién de pseuddpodos
durante la fagocitosis requiere reorganizacion del citoesqueleto, proceso en el que estan
implicadas las proteinas RHO. Algunos trabajos han demostrado que los macrofagos
deficientes en CDC42 no tienen la capacidad de fagocitar debido a que disminuye la
formacion de pseudopodos **” y que CDC42 y RACI son necesarias para la formacion de

re: 241,242
estas estructuras fagociticas ~

. En las muestras analizadas en el presente trabajo
encontramos una mayor proporcion de macréfagos CDC42+ en quistes endometrioticos
solitarios (no asociados a cancer) que en los asociados a carcinoma. La menor proporcion
de macrofagos CDC42+ se encontr6 en los tumores. Entonces, podriamos sugerir que la

habilidad de los macréfagos para fagocitar células tumorales en los quistes endometridticos
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irfa disminuyendo conforme aumenta la transformacion maligna de la EM y la progresion
tumoral. Nuestros resultados indican la posibilidad de que los macréfagos CDC42+
previenen la transformacion maligna de la EM vy, aunque es necesario confirmar estos
resultados en mas casos y realizar estudios funcionales, podrian utilizarse como una
técnica de cribado para identificar pacientes con EM con alto riesgo de transformacion

maligna.
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CONCLUSIONES

1.  Los niveles mas elevados de CDC42 y PAK1 y la menor expresion de RHO GDIa
en los HGSC respecto a los CCC, sugiere que los HGSC son mads invasivos que los
CCC en si mismos.

2. La expresion de RHOA y RHOC esta correlacionada con el estadio tumoral en los
CCC (estadio I vs. II-1V).

3.  En los HGSC, los niveles elevados de RHOA podrian inducir resistencia a la
quimioterapia.

4. La via de sefializacion de las RHO GTPasas parece estar implicada en la
patogénesis de los HGSC y de CCC y podria explicar las diferencias en el patron de
diseminacion que hay entre estos dos tumores.

5. En EM y en carcinoma de ovario hay una densa infiltracion de macréfagos con
fenotipo fagocitico (CD163+).

6. La RHO GTPasa CDC42 podria estar implicada en la transformacion maligna de la
endometriosis ovarica: hay una mayor proporcion de macrofagos CDC42+ en
quistes endometridticos no asociados a cancer que en los asociados a carcinoma y
que en el tumor.

7. Los macrofagos que expresan CDC42 podrian prevenir la transformacion maligna

de la EM ovarica.
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