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Epidemiologia

Séptima neoplasia maligna mas comun en_las
mujeres, la segunda de tipo ginecologica despues
del cancer de cuello uterino. El CO abarca el 2.5%
del total de las neoplasias que se presentan en
mujeres, pero el 5% de las muertes por cancer.

% 9 Colombia
Incidencia: 2.4%
Mortalidad: 2.7%
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Pregunta problema
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;La linea celular MES OV
de cancer de ovario tratada
con diferentes
concentraciones de
cisplatino presenta cambios
n expresion de la proteina

https://www.freepik.es/vector-premium/hombre-negocios-pregunta_2287115.htm



Objetivo General
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Determinar la expresion

de la proteina HER2 en
la linea celular MES-OV
de cancer de ovario
tratada con diferentes
concentraciones de
cisplatino.

Objetivos Especificos

Objetivos

Detectar la expresion de la proteina HER2
en la linea celular MES-OV.

(Identificar cambios en la expresion del
receptor HER2 en la linea celular MES-OV
tratadas con diferentes concentraciones de

\_cisplatino. )

Evaluar cambios morfologicos en la linea
celular MES-OV tratadas con diferentes
concentraciones de cisplatino.




Diseno metodologico
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Investigacion de

tipo experimental
in vitro.
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Muestra: Linea
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de CO.
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Hipotesis: El receptor HER2 se sobreexpresa en la
linea celular MES-OV como un mecanismo de
supervivencia celular frente al estrés ocasionado
por un agente inductor de muerte celular.
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Metodologia

Cultivo celular

N4

Crio vial
Linea celular MES-OV
ATCC, conservadas en
Nitrogeno liquido

* Cultivadas en medio Mc Coys
suplementado con SFB (10%)

* Incubadas a 37°C y 5% CO2

* Monitoreo con microscopio de luz
invertido hasta hallar la
confluencia deseada.

e Tripsinizacion para obtener células
en suspension.

* Conteo por medio del método de

exclusion de azul de tripan en
camara de Neubauer.




Metodologia
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Anticuerpos

*Se anadio el anticuerpo
monoclonal Anti HER2 y
el anticuerpo secundario

abc31896
Dilucién 1:1000

Anticuerpo monoclonal de conejo Anti-
ErbB2 Affibody® Molecule (HRP)

Metodol




Objetivo 1 Resultados y discusio

Detectar la expresion de la proteina HER2 en la linea celular MES-OV. }

;Las células MES-OV expresan HER2?

Expresion de HER2. (A) Expresion del receptor HER2 en células Ajani y cols. 2016..
sin tratamiento, control basal; (B) control del anticuerpo A linea celular
secundario. Fotografias tomadas por el autor Expresion de HER-2 en 33 de 90 casos de CO

por medio de IHQ en estadios avanzados.

No se ha encontrado expresion de HER2 en la
linea celular




Ensayo de viabilidad celular
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violeta se lee mediante un lector
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el . . Resultados y discusion
¢El Cisplatino induce estrés celular? y
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Triplicado

(A) Células MES OV no viables sin metabolizacion del
tetrazolio; (B) Precipitado insoluble: Cristales de formazan




Resultados y discusio

Cristales de formazan en las
diferentes concentraciones.
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La actividad MTT es inversamente proporcio
a la concentracion del cisplatino.

\"4 Germain y

otras proteinas en la linea células SKOV-03.
Sin embargo, la mayoria de los estudios
muestran concentraciones desde 5.100uM

Se ha evaluado en efecto del cisplatino en -




Objetivo 2 Resultados y discusion

Identificar cambios en la expresion del receptor HER2 en la linea celular MES-OV tratadas con
diferentes concentraciones de cisplatino.

éLas células tratadas.can cisplatino presentas cambios en la expresion?

i Expresion del receptor HER2 en diferentes concentraciones de cisplatino, (A) sin tratamiento, (B)
: 400umol y (C) 1600umol. Fotografias tomada por el autor

Relacionan el mal pronostico con la sobreexpresion

< Calikusu y cols. 2009 de HER2 mediado por una resistencia intrinseca a

los agentes cito toxicos que aumentan la expresion.




Determinacion de intensidad

en cruces

Image “J”

:

Puntuacion

Patron de tincion

Evaluacion de la
sobreexpresion de
HER2

Inmunocitoquimica
(HER2)

£
12.96x9.72 inches (3888x2916); RGB; 43MB

CONTROL1.5.tif (22.9%)

1+

Tincién
débil/apenas
perceptible con
intensidad de
inmunoreactividad
desde 0-50% en
las células
tumorales

Negativo

2+

Tincién completa
con intensidad de
inmunoreactividad
del 50-75% en
células tumorales

Positivo

3+

Tincién fuerte con
intensidad de
inmunoreactividad
del 75-100% en
las células
tumorales

Positivo

Formula: =100-(100*((A2-MIN(AS1:A$1001))/(MAX(A$2:A$1001)-MIN(A$3:A$1001))))




Resultados y discusidn

Comportamiento dosis dependiente en las células tratadas con diferentes
concentraciones de cisplatino

Intensidad de expresion de HER2 Viahilidad y eXpresién celular
qQNo,
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Control 200 400 800 1600 3200 0 0
Concentracion de cisplatino (uM) Control ~ [200] [400] [800] [1600]  [3200]
ml+ m2+ m3+ Concentracion de cisplatino pM

Células con alta expresion de HER-2

El cisplatino inhibe la supervivencia ) ; ; :
muestran resistencia al cisplatino.

celular de acuerdo con el grado de
expresion de HER2




Objetivo 3 Resultados y discusion

Evaluar cambios morfologicos en la linea celular MES-OV tratadas con diferentes concentraciones}
de cisplatino.

¢El cisplatino induce cambios morfoldgicos en la linea celular MES-OV?

A B

(A) Morfologia normal, control; (B) vacuolas, 400pmol y (C), 3200umol. Fotografias tomadas por el autor.

a Moasser 2007

a Furrer y cols. 2018

HER-2 induce transformacion celular como mayor Crecimiento aberrante mediado por
actividad kinasa que aumenta la actividad celular la s.obreexpresuin de la proteina,
y contribuye a la desrregulacion de la polaridad y estimulacion prolongada

adhesion celular




Conclusiones

_____________________

* Se encontro que la linea celular MES-OV de ovario presenta expresion de la
proteina HER2 de forma heterogénea, se observaron diferentes intensidades
de inmunoreactividad.

* El cisplatino induce aumento de la expresion de HER2. Se observo que la
variacion de las concentraciones de cisplatino induce diferentes cambios en la
inmunoreactividad que conllevan al posible aumento en la expresion de la
proteina HER?2.

* Las celulas presentaron cambios morfoldgicos en las diferentes
concentraciones de cisplatino que se podrian atribuir a posibles mecanismos
de apoptosis o supervivencia celular.
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Diseccionar mecanismos por
los cuales el cisplatino podria
inducir cambios en la

Corroborar resultados con . ,
expresion de la proteina

técnicas mas robustas que Qo 2 )
. . q % G, HER?2 y las vias de
permitan confirmar que el S % D :
: o . %, % senalizacion que activa.
cisplatino induce cambios en %,

la expresion de esta proteina.

/ Evaluar la expresion de HER?2
/ junto con la otras proteinas como
> HERS3, el cual también se ha visto
asociado con la sobreexpresion y

el desarrollo tumoral.

Analizar el comportamiento de la
expresion celular de HER?2 frente a
otros neoplasicos utilizados en el CO ol
como el carboplatino y comprobar si |
estos cambios son debidos al aumento

en la expresion.




o o ——

————————————————————————————————————

2>
09
=
=
Oy
®
®)
(e
3,
®
=
=
S
@

____________________________________

“El aprendizaje es la experiencia, lo demds es informacién”

Albert Einstein
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