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RESUMEN

Introduccién: El Cancer de Ovario Epitelial (COE) es el cancer ginecolégico con
mayor mortalidad en mujeres post-menopdusica. Su carcinogénesis y progresion
neoplédsica es atribuida a multiples moléculas relacionadas con la proliferacion,
diferenciacion y angiogénesis; entre las cuales, se ha estudiado el factor de crecimiento
neuronal (NGF), su receptor de alta afinidad (TrkA) y el factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF), que aumentan su expresiéon a medida que COE pierde su
diferenciacion. Ademads, las isoformas del Receptor de Estrégenos oy  (REa y REP),
que poseen efectos antagdnicos de proliferacion celular, modifican su expresion en COE
al compararla con epitelio ovérico normal. Esto sugiere que los cambios en la expresion
de ambos RE es un evento importante en la progresién de COE.

Objetivos: 1) Determinar la localizacion subcelular de REa, p-REa ser 118 y REB y
semicuantificar su expresion, en el epitelio superficial de ovario normal funcional e
inactivo, tumores ovaricos benignos, borderline y COE seroso grado I, I y III. 2)
Evaluar si NGF modifica la inmunodeteccion de REa, p-REa ser 118 y REP en
explantes de COE. 3) Analizar si las gonadotrofinas (LH y FSH) modifican la
inmunodeteccion de REa, p-REa ser 118 y REJ en explantes de COE

Metodologia: Estudio ex-vivo: Se utilizaron biopsias de ovario pertenecientes a los
siete grupos de estudio que siguen una progresion neopldsica de COE, incluidas en
parafina para evaluacién histolégica y posterior estudio de Inmunodeteccién de las
isoformas de RE por Inmunohistoquimica (IHQ). Estudio in-vitro: Se utilizaron
explantes de COE estimulados por dos horas con NGF, FSH, LH y la mezcla de ambas
gonadotrofinas. Luego se incluyeron en parafinas para su posterior andlisis de
Inmunodeteccién de las isoformas de RE por IHQ.

Resultados: Estudio ex—vivo: REa se localiza en el niicleo de células epiteliales y
estromales de todos los grupos de estudio, manteniendo constante su deteccion durante
la progresion neoplasica de COE. pREo se localiza a nivel nuclear en ambos
compartimentos de los grupos de estudio, aumentando su expresion en forma
significativa desde Ovario normal funcional hasta Borderline (p < 0.01), sin embargo su
expresion disminuye drasticamente en COE I, para volver a aumentar en forma
significativa hasta COE III (p < 0.01). REP se localiza principalmente en el citoplasma

de células epiteliales y estromales de todos los grupos de estudio, sin hacer un cambio



en su inmunodeteccion entre los grupos estudiados. REP se expresa también en el
nicleo de las células epiteliales y estromales de Ovario normal funcional hasta Tumor
ovérico benigno con una expresién ascendente (p < 0,05), y luego desaparece su
expresion nuclear en los tres grados de diferenciacién de COE (p < 0.01). Estudio in—
vitro: Existe un aumento de la Inmunodeteccién de pREa en células epiteliales de
explantes de COE al estimularlos con concentraciones crecientes de NGF. No existen
cambios significativos de la expresion de las tres isoformas de RE al estimularlos con
FSH, LH y la mezcla de ambas gonadotrofinas.

Conclusion: La Inmunodeteccién de REa total no se modifica durante la progresion
neopldsica de COE, mientras que REP disminuye desde tumor benigno hasta COE II;
aumentando asi la relacion REw/RE. La Inmunodeteccion de pREa aumenta
significativamente desde COE I hasta COE III. Este dltimo resultado, junto al aumento de
pREa por efecto de NGF en explantes de COE, podria sugerir que existe una activaciéon de REa
por via no clasica ligando independiente, a través de la transduccion via MAPK/ERK

desencadenada por la unién de factores de crecimiento y sus respectivos receptores, entre ellos

NGEF a través de TrkA.



ABSTRACT

Introduction: Epithelial Ovarian Cancer (EOC) is the primary cause of death from
gynecological malignancies in post menopause women. The carcinogenesis and
neoplastic progression is due to many molecules involved with proliferation,
differentiation and angiogenesis; such as neural growth factor (NGF), with its high
affined receptor (TrkA) and vascular endothelial growth factor (VEGF), which
increases their expression in EOC. Although, estrogen receptor isoforms o and  (ERa
and ERf), which have antagonist effects related with cellular proliferation, change their
expression in EOC compared with normal ovarian surface epithelium (OSE). These
findings suggest that changes in the RE expression could be an important event in EOC
progression.

Purpose: 1) Determine ERa, p-ERa ser 118 and ERP sub-cellular localization and
semi-quantify their expression in OSE from normal functional and inactive ovary,
benign tumors, borderline tumors and serous EOC stage I, II and III. 2) Evaluate if NFG
modifies ERa, p-ERa ser 118 and ERB immunodetection in EOC samples. 3) Analyses
if gonadotropins modifies ERa, p-ERa ser 118 and ERP immunodetection in EOC
samples

Methodology: In ex — vivo study, ovarian biopsies from seven studied groups that
reflect EOC tumor progression, which were embedded in paraffin for histological
examination and then ER isoforms immunodetection performed by
immunohistochemistry. In — vitro study, EOC samples were stimulated by two hours
with NGF, FSH, LH and LH plus FSH. At the end of incubations, EOC samples were
embedded in paraffin for ER isoforms detection by immunohistochemistry.

Results: Ex — vivo study: ERa is localized in epithelial and stromal cell nuclei from all
the studied groups, with a constant detection in EOC tumor progression. pERa is
localized in epithelial and stromal cell nuclei from all the studied groups, but there is a
significative increase of pERa detection from normal functional ovary towards
borderline tumors (p < 0,01), however pERa detection is decreased in COE I and later
increase from COE II to COE III (p < 0,01). ERp is localized in epithelial and stromal
cell cytoplasm from all the studied groups, without differences in the immunodetection

between the groups. Although, ERp is detected in epithelial and stromal cell nuclei from



normal functional ovary towards benign tumor in a increased detection (p < 0,05),
however, nuclei ER immunodetection disappear in EOC different stages (p < 0,01).

In — vitro study: The immunodetection of pERa increases in EOC samples stimulated
by NGF, but the immunodetection of ERa and ER did not change by NGF effect. Besides,
the ER isoforms immunodetection studied did not change by gonadotropins stimulation.
Conclusion: ERa immunodetection do not change through EOC tumor progression, while
total ERp decrease from benign tumor towards COE II; increasing ERa/ERp ratio in EOC
compared with normal ovaries. pERa detection increases from COE I towards COE III. Also,
pERa detection increases when EOC samples are stimulated with NGF; suggesting that there is
an activation of ERa by a non classical mechanism through MAPK/ERK pathway, activated by
a growth factor binding to their receptors, as NGF through TrkA.



1. INTRODUCCION

1.1.Cancer de Ovario

El cancer de ovario es la primera causa de muerte de los canceres ginecoldgicos y
corresponde a la segunda malignidad con mayor incidencia después del cdncer de mama.
Al ser una enfermedad silente, la mayoria de éstas mujeres son diagnosticadas en estadios
muy avanzados, llegando a tener solo una sobrevida de hasta cinco afios (1-4).

La edad media de presentacion del cdncer de ovario es entre los 60 a 65 afios de edad, lo
que hace establecer que la incidencia de COE aumenta draméiticamente en mujeres
posmenopausicas (3, 5).

Mas del 90% de los canceres de ovario lo constituye el Cancer de Ovario Epitelial (COE)
(6) que se origina del Epitelio de Superficie Ovarico (OSE); un mesotelio que posee
caracteristicas multipotenciales que lo hacen adquirir complejas caracteristicas miillerianas
en una progresion neopldsica, con diferenciacion en diversos epitelios (5), tales como de
oviducto (Seroso) y endocervix (Mucinoso), entre otros. (1, 3, 6, 7); siendo el COE Seroso
el mas frecuente, constituyendo el 80% de todos los COE (7).

Estos tumores epiteliales se pueden clasificar segin su comportamiento, en Benigno,
Borderline y Maligno (2, 6). Los tumores Borderline usualmente son de tipo seroso o
mucinoso, poseen un bajo potencial de crecimiento y son considerados un estadio mas
temprano que los carcinomas (3).

Ademids, COE se subclasifica en tres grados de diferenciacién histoldgica: Grado 1
(Altamente diferenciado o con bajo grado de malignidad), Grado II (Moderadamente
diferenciado) y Grado III (Minimamente diferenciado o con alto grado de malignidad) (6).
La invasividad de COE se relaciona con la formacion de metastasis de €éste, hacia otros
organos; es un parametro netamente clinico y se clasifica segin la federacion internacional

de ginecologia y obstetricia (FIGO) en estadios L, II, III, IV (3).

La etiologia histopatoldgica de COE se explica por dos vias (1, 2, 7):

- Tipo 1: Desarrollo lento desde un quiste de inclusion a un adenoma benigno o
cistoadenoma de bajo potencial maligno, y luego a un carcinoma metastasico.

- Tipo 2: Desarrollo espontdneo, agresivo y de infiltracion directa de OSE en el estroma,

sin una lesion precursora. Este tipo de COE se considera de alto potencial maligno.



Los quistes de inclusiéon benignos resultan de invaginaciones de OSE hacia el estroma
ovérico y/o por OSE atrapado en el estroma después de la ovulacién (1, 2). Estas
estructuras pueden observarse en cualquier etapa de la vida de una mujer, pero es mas

frecuente encontrarlas en mujeres mayores (6).

1.2. Hipétesis de la Carcinogénesis Ovarica

La etiologia del cincer de ovario aun no esta totalmente comprendida. Numerosos estudios
epidemioldgicos han relacionado la incidencia del cancer de ovario con diversos factores,
tales como la dieta, polucion, tabaquismo, agentes infecciosos y la historia familiar, siendo
este dltimo en un 5-10% de los casos (3, 7).

A la fecha, se han postulado numerosas hipdtesis basadas en estudios epidemioldgicos que

explican la etiologia del cancer de ovario. Entre estas estan:

Hipoétesis de la Ovulacién incesante: OSE sufre la proliferacién y reparacion después de

cada ciclo ovulatorio, lo que hace a estas células susceptibles a anormalidades genéticas
con una posterior transformacién maligna. Debido a esto, existe un mayor riesgo en
desarrollar COE en situaciones que involucran mds episodios de ovulacién (menarquia
prematura, menopausia tardia y nuliparidad); riesgo que disminuye en condiciones donde
la ovulacidn esta suprimida (embarazos multiples y lactancia prolongada) (1, 3, 5, §, 9).

La reparacién postovulatoria de OSE también involucra su habilidad multipotencial de
desarrollar una transicién epitelio-mesenquimética que lo conlleva a una forma tipo
fibrobldastica; lo que permite que estas células al quedar atrapadas en el estroma ovérico, se
diferencien y se incorporen como fibroblastos estromales. La incapacidad a esta transicién
de OSE, hace que estas células atrapadas en el estroma ovdrico preserven su fenotipo de
OSE en el estroma ovérico; donde la estimulacién de estrégenos estromales, aumentan la

proliferacién y transformacion neoplasica de OSE (9).

Hipétesis de las Gonadotrofinas: Algunos estudios epidemiolégicos asocian el aumento de

la incidencia de cdncer de ovario (80 a 90%) con el aumento de gonadotrofinas circulantes,
como ocurre en el periodo de postmenopausia.

Condiciones como: mas episodios de ovulacién y altos niveles de gonadotrofinas (tales
como la menarquia prematura, menopausia tardia y mujeres que van a procesos de

fertilizacidén in vitro), poseen un mayor riesgo de desarrollar cdncer de ovario. Por el



contrario, condiciones como inhibicion de la ovulacién incesante y gonadotrofinas
disminuidas (embarazos multiples y el uso de anticonceptivos orales durante la edad
reproductiva), son factores protectivos del cancer de ovario, sobre todo en el uso

prolongado de estos udltimos (1, 9-11).

Hipoétesis de Esteroides sexuales: Uno de los esteroides sexuales que poseen incidencia

sobre COE son los estrégenos; que poseen efecto sobre el crecimiento y desarrollo de

foliculos ovaricos (12) y sobre la proliferacién tumoral del ovario (1, 3, 13).

1.3. Estrogenos y Cancer de Ovario

El rol de los estr6genos en la carcinogénesis ovdrica se ha dilucidado por dos tipos de
estudios clinicos que los postulan como posibles responsables de la promocién de la
progresiéon del tumor ovdrico en mujeres posmenopdausicas. Uno de ellos postula que las
mujeres con terapia de reemplazo hormonal tienen un mayor riesgo de adquirir céncer de
ovario y de mama, y que esta terapia a largo plazo es proporcional a la incidencia de cancer
de ovario. Otro estudio postula que solo el 5-18% de los canceres de ovario son sensibles a
terapias antiestrogénicas (tamoxifeno), y que solo el 40-60% de ellos expresan Receptor de
estrégenos (RE) (14-16).

Estos dos datos clinicos han sido demostrados in vitro en lineas celulares de COE (BG-1)
que expresan RE, en las cuales el estradiol aumenta la proliferacién, invasién y movilidad
celular; los que son inhibidos por el uso de tamoxifeno (15).

Existen dos isoformas de RE, el REa y RE; los que son codificados por diferentes
cromosomas, poseen distintas estructuras (Fig. 1), y responden de diferente manera a
terapias antiestrogénicas; lo que sugiere que también difieren en su accién (16, 17); como
se ha demostrado en animales knock out para los genes de REa y REP, donde los ratones
deficientes de REa (REa-KO) resultaron ser infértiles y desarrollaron multiples quistes
ovaricos hemorrdgicos, mientras que los ratones deficientes de REB (REB-KO) solo

desarrollaron algunas deficiencias reproductivas (16).
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Figura 1: Representacion esquemdtica de la estructura proteica de las
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demuestra el porcentaje de homologia entre los dominios de ambas
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El RE pertenece a la superfamilia de Receptores Nucleares, y posee diversos mecanismos

de accioén, que se pueden clasificar como Clésicos (Fig. 2A) y no clasicos (Fig. 2B).
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de sefializacidn, tales como
factores de crecimiento.

El mecanismo de accién cldsico mas conocido es el de unién al DNA (Fig. 2A), donde

estradiol se une a RE y lo activa, formando homodimeros (REa/REa, REB/REPB) y/o

heterodimeros (REa/REP). Este dimero se une directamente a genes que poseen elementos

de respuesta a Estrogenos (EREs) y regulan su transcripcién. Estos genes estan

involucrados en diversas funciones celulares relacionada con; diferenciacion celular




(Receptor de Progesterona), proliferacion celular (c-myc, Ciclina D1 y HER-2), invasién
celular (fibulina-1 y catepsina-D) y angiogénesis (VEGF y NGF) (15, 18, 19).

Los estrogenos pueden actuar uniéndose al dominio de unién al ligando (LBD) de RE,
produciendo un cambio conformacional de la funcién AF-2 alterando la posicién de la
hélice 12, lo que permite el reclutamiento de coactivadores por unién proteina-proteina
(Fig. 2A). Ejemplo de esto, es a través de la interaccién fisica de REa con el factor de
transcripcién Spl y con c-rel (subunidad del complejo NFkB) que activan la transcripcion
de ciertos genes. REa y REP pueden interactuar con complejos de transcripcion fos/jun en
sitios AP1 para estimular la expresion génica. La unién de RE a estos coactivadores
permite la unién a otros cofactores que modifican la cromatina para que exista
transcripcion génica, tales como histona aciltransferasa, entre otros (20, 21).

Un pequeiio pool de RE se localiza en la membrana plasmadtica; al unirse al estradiol,
activa segundos mensajeros (AMPc, IP3, Fosfolipasa C, MAPK) que modifican canales
iénicos o niveles de oxido nitrico citoplasmaticos que ejercen un efecto rapido (Fig. 2A).

Este es el denominado accién no genémica de RE. (17, 20, 21).

Por otro lado, existen el mecanismo de accién no cldsico de RE (Fig. 2B), que se basa en
que algunos factores de crecimiento se unen a su propio receptor, desencadenan actividad
de kinasas que pueden fosforilar en diversos sitios al RE; se dimeriza, y se une al DNA
para regular la expresion de ciertos genes o asociarse a correguladores (20).

La fosforilacion de residuos de serina (ser) en REa parece influir en el reclutamiento de
co-activadores, resultando en la potenciacién de la transcripcién mediada por dicho
receptor (22). Ademas, esta fosforilacion puede ser potenciada por la unién del ligando y
por la activacién de kinasas pertenecientes a diversas vias de sefializacién como PI3-
K/AKT, ERK-MAPK y PKA (17). Los sitios de fosforilacién principales son ser 104, 106
y 118; siendo ser 118 el principal sitio de fosforilacion en respuesta a estrogenos o por
activacion de la via MAPK (23). No se ha descrito ninguna fosforilacion de REa en
tumores malignos de ovario; solo en cdncer de mama, el cual posee un aumento de la

expresion de REa fosforilado en ser 118 con respecto a mama normal (24).



Los RE estan ampliamente distribuidos en los érganos reproductivos femeninos humanos;

su expresion diferencial se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Localizacién de las isoformas de RE en 6rganos reproductivos femeninos humanos. (ref. 25)

Organo | Isoforma | Tincién/Intensidad Localizacion celular
- Células de la teca interna
RE« Nucleo/++ - Células glandulares intersticiales
Ovario - Células de epitelio de la superficie
REB Nicleo/+++ - Celu.lag de la Granulgsa d.e foliculos en
crecimiento desde primario a maduro
] REq Nicleo/+++ - Ce/:lulas epiteliales luminales y glandulares
Utero - Células estromales
REB Nucleo/+ - Células epiteliales luminales y glandulares
. REx Ntcleo/ 4+ - Estrqto profupdo del epitelio estratificado
Vagina - Lamina propia
REB ©) )
Mama REa Nicleo/++ y Citopl/+ - Células epiteliales de alveolo y ductos
REB Citoplasma/++ - Células estromales

1.4. Isoformas de Receptor de estrégenos en COE

La isoforma REP esta altamente expresada en OSE normal y tumores benignos, mientras
que REa es la forma principal expresada de RE en tumores malignos de ovario. El mRNA
de REP disminuye con la progresién tumoral mientras que el mRNA de REa mantiene su
expresion tanto en OSE normal como COE (14, 15, 26, 27); lo que hace que la relacién de
mRNA REa/ REB aumente en COE, jugando un rol importante en la carcinogénesis
ovdrica (15, 27). Esto sugiere que REPB puede tener un rol protectivo contra la actividad
mitogénica de REa; o que la perdida de REB es un marcador de pérdida de Ia

diferenciacion celular y un evento muy importante en la patogénesis del cancer (14, 15).

1.5. Factor de Crecimiento Nervioso en COE

Los estrégenos a través de REa y numerosos factores de crecimiento tienen una importante
participacion en la proliferacion, diferenciacion e invasion de COE (7). Entre estos
factores, el factor de crecimiento nervioso (NGF) junto a su receptor Tirosina Kinasa de
alta afinidad (TrkA) estd expresado en un amplio espectro de células no neuronales,

incluyendo al ovario (28, 31) y COE (29-31). Nuestro laboratorio demostré que no existen




cambios significativos en los niveles d¢ mRNA de NGF entre los diferentes grados de
diferenciacién de COE, pero existe una diferencia significativa con OSE normal, tanto en
mRNA como en la proteina; ademds el mRNA de TrkA estd mas expresado en COE seroso
y mucinoso que en OSE normal; al igual que la proteina TrkA (31).

NGF y trkA activa una sefializacion intracelular via PI3-K/AKT y/o ERK-MAPK, la que
estimula la expresién de diversos genes (32), incluyendo al Factor de Crecimiento de
Endotelio Vascular(VEGF), tanto en explantes de COE como en célula de granulosa (31,
33).

Ademads, en estudios realizados en corteza cerebral de rata, el estradiol regula la expresion
de mRNA de NGF y a su vez, activa a ERK1 y ERK2. En este tejido existe una
colocalizaciéon de RE y Trk en corteza cerebral de rata, lo que puede resultar en una
convergencia de sus vias de transduccion (34).

En endometrio de hamsters, el estradiol estimula la proliferaciéon, crecimiento y la
expresion de NGF, TrkA y p75 durante su ciclo estrogénico (35); y en una linea celular de
urotelio (HUC) estimulada con NGF y Estradiol, aumenta la proliferacién celular por
activacion de sus respectivos receptores. El Estradiol estimula la sintesis de NGF a través
de RE, y NGF estimula Ila proliferacion de HUC a través de su receptor TrkA. Por lo tanto
Estradiol estimula la proliferacion de HUC en parte mediada por NGF, el cual activa la

fosforilacién de TrkA (36).

1.6. Moléculas angiogénicas en COE

Por otra parte, se sabe que los cdnceres ovdricos son altamente angiogénicos y que el
componente critico de la angiogénesis es la produccién autocrina y paracrina de VEGF
(37). Ademés, se ha encontrado una colocalizacién de NGF y moléculas involucradas en la
angiogénesis, entre ellas el VEGF en carcinoma ovdrico seroso (29, 31, 39). El NGF puede
tener efectos directos e indirectos sobre la angiogénesis (40-42). Se sabe que NGF aumenta
la proliferacion de células endoteliales en cultivo de células HUVEC (40), e induce la
migracién de células endoteliales en cultivo adrtico (43), entre otras acciones. Ademas,
nuestro grupo demostré que NGF aumenta la expresion del mRNA y proteina de tres
isoformas de VEGF; VEGF,,;, VEGFs5s y VEGF g9 en explantes de COE, lo que sugiere
que NGF aumenta la expresion de VEGF de una manera autocrina en células epiteliales de

este tejido (31).



Existen evidencias que demuestran una regulaciéon de VEGF por Estradiol y los
antagonistas de RE, debido a un ERE en el gen de VEGF, por lo tanto E, regula a VEGF
via REa (18).

En lineas celulares ZR-75 de cancer de mama, REa activa la expresion del receptor de

VEGF tipo 2 (VEGFR2) via Sp3 y Sp4 (44).

1.7. Gonadotrofinas en COE

Como ya se menciond, las gonadotrofinas (LH y FSH) estdn asociadas a un mayor riesgo
de céncer de ovario. Esta hipétesis se basa en que la exposicién excesiva de OSE a
gonadotrofinas (como ocurre en la menopausia), las que estimulan vias
mitogénicas/oncogénicas, permitiendo la transformacion maligna (9, 45).

Los receptores de FSH (FSH-R) y de LH (LH-R) se expresan en OSE normal, y también se
han detectado en numerosos tumores ovaricos epiteliales (46). La expresion de FSH-R,
tanto a nivel transcripcional como proteico es mayor en tejido canceroso, comparado con
tumores borderline, benignos y ovario normal (47). Nuestro laboratorio demostré que
FSH-R y LH-R estdn presentes en COE y su expresion disminuye significativamente a
medida que el tejido pierde su diferenciacion (48).

El mecanismo de accidn de estas gonadotrofinas en la patogénesis y progresion del cancer
de ovario aun es controversial, pero existen diversos antecedentes que apoyan la hipdtesis
de las gonadotrofinas. Algunos estudios demuestran que las gonadotrofinas estimulan la
proliferaciéon de OSE normal, pre-neopldsico y neoplédsico (11, 49, 50), también la
invasividad de lineas celulares de céncer de ovario via PKA y PI3K (9) y el crecimiento
celular via ERK1/2 y PI3-K (51, 52), Es importante mencionar que en otras lineas celulares
de COE se ha demostrado que la proliferacién celular del tejido tumoral se debe
principalmente a FSH, y que LH tiene mds bien un rol inhibitorio en el crecimiento
tumoral (5, 10). Sin embargo, se ha demostrado que células de carcinoma ovarico
OVCAR3 estimuladas con FSH sintetizan Estradiol, el cual aumenta la proliferacién de
estas células (53); y que FSH tiene una accidn estrogénica en ovario sobre genes que
poseen EREs, con lo cual modula el crecimiento, proliferacién y diferenciacion celular del
ovario, sugiriendo que existe una comunicacién entre FSH y RE via cAMP/PKA (54).
Estas gonadotrofinas también influyen en la angiogénesis de COE (9), promovida por
VEGF (55). En lineas celulares de tumores ovdéricos, las gonadotrofinas estimulan la

expresion de VEGF en tumores borderline y significativamente en tumores malignos (56).
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En nuestro laboratorio no se pudo demostrar el aumento de expresion de VEGF por accion
de las gonadotrofinas, pero si el incremento significativo de la expresién génica y proteica
de NGF y TrkA por accién de FSH y de la mezcla de ambas gonadotrofinas (48); ambos
descritos como factores angiogénicos (40, 43). Por otro lado, ya que NGF aumenta la
expresion de VEGF en explantes de COE (31), podemos postular que gonadotrofinas

aumenta la expresion de VEGF indirectamente a través de NGF y TrkA.

Retomando la importancia de los REs en la carcinogénesis de COE, es posible pensar que
la expresion proteica de REa total deberia mantenerse constante a través de la génesis y
progresién tumoral de COE, y que REP disminuiria con esta progresion, aumentando asf la
relacion REo/RE descrita anteriormente. Junto a la mayor disponibilidad relativa de REa,
este ultimo puede activarse por fosforilacién en ser 118, lo que aumentaria la transcripcién
de genes controlados por REa y que estan relacionados con proliferacion, diferenciacion y
angiogénesis.

La fosforilacion de REa en ser 118 es realizada por kinasas pertenecientes a la via
MAPK/ERK. Esta via es activada por la activacién de diversos receptores, entre los cuales
seria interesante conocer si los receptores de gonadotrofinas y de TrkA, cuyas expresiones
tanto proteicas como génicas se encuentran elevadas en COE respecto a ovario normal, al
unirse a su ligando pudiera activar la fosforilacion del REa, aumentando asi la

proliferacién celular en COE.



1.8. Hipétesis

Las isoformas del Receptor de Estrégenos cambian durante la génesis y progresion del

Cancer Ovdrico Epitelial y se modifican por accién de gonadotrofinas y NGF

NGF

by
 J
trkA .l‘
'.A
[ ]

Receptor de
Gonadotrofina @

Gonadotrofina

LW Wi W o W, .
R R R T
—

=% ®

Figura 3. Esquematizaciéon de la Hipdtesis de trabajo. Representacion de las proteinas
involucradas en una célula epitelial ovarica transformada
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la localizacién subcelular de REa, p-REa y REP desde Ovario normal a Cancer

Ovirico Epitelial y determinar la accion de NGF y Gonadotrofinas sobre los RE.

2.2.0bjetivos Especificos

1. Determinar la localizacién subcelular de REa, p-REa ser 118 y REP y semicuantificar
su expresion, en el epitelio superficial de ovario normal funcional e inactivo, tumores

ovéricos benignos, borderline y COE seroso grado I, IT y III

2. Evaluar si NGF modifica la inmunodeteccion de REa, p-REa ser 118 y REP en
explantes de COE

3. Analizar si las gonadotrofinas (LH y FSH) modifican la inmunodeteccién de REq, p-

REa ser 118 y REP en explantes de COE
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Pacientes y Obtencion de las muestras

Las muestras de tejido ovdrico se obtuvieron del servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Clinico de la Universidad de Chile, Instituto Nacional del Cancer, Clinica Las
Condes, Hospital FACH y Hospital San Borja-Arriardn, previo consentimiento escrito e
informado, aprobado por el Comité de Etica de las distintas instituciones.

Las muestras se clasificaron en siete grupos de estudio; Ovario Normal Funcional (OVF) y
Ovario Normal Inactivo (OVI), obtenidos por patologia ginecoldgica no ovdrica; Tumor
Ovirico Benigno, Tumor Ovdrico Borderline, Carcinoma Ovario Epitelial Seroso con
grado de diferenciaciéon I (COE I), grado de diferenciaciéon II (COE II) y grado de
diferenciacién III (COE III), las que se obtuvieron para diagnostico histolégico de masa

tumoral.

3.2.Disefio Experimental

Esta tesis estd basada en dos tipos de estudios, ex vivo e in vitro; los cuales se realizaron en

forma retrospectiva y prospectiva.

BIOPSIAS DE OVARIO

ESTUDIO EX - VIVO ESTUDIO IN - VITRO
|
EXPLANTES
Cultivo basal y en presencia de
NGF, FSH, LHy FSH + LH
[
|
INCLUSION EN PARAFINA
I
I |
CLASIFICACION INMUNOHISTOOUIMICA
HISTOLOGICA

(Hematoxilina Eosina) | |

REa total pREa REp
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3.3.Estudio ex — vivo

Se obtuvieron tejidos ovaricos incluidos en parafina de los siete grupos de pacientes (OVF,
OVI, tumor ovdrico benigno, tumor ovarico Borderline y COE I, II y III). La clasificacién
histolégica fue evaluada por dos anatomo patélogos. El estudio de los RE se realizé

mediante Inmunohistoquimica.

3.4.Estudio in — vitro

Muestras frescas de Céancer Ovdrico Epitelial, con diferentes grados de diferenciacidn,
fueron fraccionadas en asepsia obteniendo trozos de tejidos (explantes) de
aproximadamente 100 mg. Estos explantes fueron cultivados a 37°C, en una interfase de
medio de cultivo y aire, en una atmdsfera hiimeda de 5% CO2 y 95% aire. Los tejidos
fueron cultivados por 2 horas en placas de 24 pocillos y cada pocillo contenia 1 ml de
medio DMEM/F12 (Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA), suplementado con
bicarbonato (600mg/L), penicilina (50 mg/L), gentamicina (80 mg/L), estreptomicina (50
mg/L) y ketoconazol (5 mg/L) en presencia de las siguientes concentraciones crecientes de
estimulos: NGF 10 y 100 ng/ml (Sigma, St Louis, MO, USA); FSH 10 y 100 mUI/ml; LH
10 y 100 mUI/ml y una mezcla de FSH + LH 50 y 500 mUI/ml. (gonadotrofinas
provenientes de hip6fisis de caddveres humanos, proyecto OMS).

Las concentraciones de gonadotrofinas simulan los niveles circulantes en mujeres durante
la etapa fértil (10 mUI/ml) y postmenopdausica (100 mUI/ml).

Al término de los diferentes cultivos, los explantes se fijaron en Bouin y se incluyeron en

parafina, para los estudios de Inmunohistoquimica.

3.5.Clasificacion histologica
Un anatomo patélogo de basta experiencia evalud las tinciones de Hematoxilina Eosina de

las muestras de tejido ovarico (tanto para los estudios ex — vivo como in — vitro), con el fin

de evaluar la integridad del tejido y clasificarla dentro de los siete grupos de estudio.
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3.6. Inmunohistoquimica (IHQ)

Esta técnica se realizara para evaluar la localizacién y semicuantificacién de las proteinas
REa total, REP y p-REa ser 118 en los siete grupos estudiados y los explantes de COE
tratados in vitro con NGF y gonadotrofinas.

Los tejidos de ovario fijados en parafina, se cortaron en secciones de 4 um y fijados sobre
portaobjetos silanizados; realizando cada cinco cortes un control de morfologia con
tincion Hematoxilina Eosina.

Estos tejidos se desparafinaron, rehidrataron y se les realizé la recuperacion antigénica con
un buffer citrato 10 mM a pH 6,0. Se inhibié la peroxidasa enddgena del tejido con
Peréxido de Hidrégeno 3% y se bloquearon los sitios de unidn inespecificos con Albimina
Bovina 4% durante una hora. Luego se incub6 con el anticuerpo especifico por 18-20 hr, a
4°C en camara himeda (Tabla 2). La deteccion se realizé6 mediante el kit Histostain SP ®
(ZYMED), que contiene un anticuerpo secundario unido a biotina, la cual reacciona con
avidina-peroxidasa, que oxida al cromégeno diaminobenzidina (DAB, DAKO Cytomation)
resultando en una coloracién café. Luego, se realizé una contratincién con hematoxilina y
se deshidraté con una bateria de alcoholes y xilol. Cada muestra fue evaluada mediante
porcentaje (%) de células tefiidas obtenidas del conteo de 1000 células e intensidad de la
tincién evaluada como 1 (leve), 2 (moderada) y 3 (intensa); considerando el % de células
positivas como la suma de las intensidades 2 y 3. Los controles negativos se realizaron en
secciones adyacentes incubadas s6lo con Albtimina bovina 4%, en ausencia del anticuerpo

primario.

Tabla 2. Caracteristicas de los Anticuerpos utilizados en la realizacion de las IHQ.

Anticuerpo Tipo Marca Concentracion utilizada
REa Mouse monoclonal # SC-8005; Santa Cruz 4 ng/ml
REP Rabbit polyclonal # 06-629; Upstate 3,3 ug/ml
p-REa ser 118 Rabbit polyclonal #07-487; Upstate 1:300 *

* Se utilizé una dilucién 1:300 de la solucién de anticuerpo anti p-REa concentrada,

sin conocer cual era la concentracion inicial de ésta; informacién que no fue entregada

por el fabricante (Upstate).
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3.7.Analisis estadistico

En el andlisis estadistico de los datos se prob6 la normalidad de su distribucién utilizando
el Test de Kolmogorov-Smirnov. En los grupos de estudio que tenian distribucién normal
se empled el test para datos paramétricos ANOVA vy el post test de Bonferroni para
identificar diferencias significativas entre grupos. En los grupos de estudio que no poseian
distribucién normal, se aplicé el Test no paramétrico de Kruskal-Wallis y el post test de
Dunns para identificar diferencias significativas entre grupos.

Los resultados se expresaron en promedio + error estdndar, y la significancia se considera

con un p < 0.05.
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4. RESULTADOS

4.1.Caracteristicas de las pacientes

Las caracteristicas de las pacientes al estudio ex—vivo, se resumen en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracteristicas de edad de las pacientes incluidas en el estudio ex - vivo
Grupo de Estudio Edad (afios)

Ovario Normal Funcional (n=11) 39 £ 3,61
Ovario Normal Inactivo (n=9) 46 £ 1,25
Tumor seroso benigno (n=10) 36 + 3,08
Tumor borderline (n=11) 46 +5,67
COE I (n=13) 53 +4,07
COE II (n=12) 53 £4,54
COE III (n=8) 68 £2,24

Todas las pacientes incluidas en el estudio in — vitro fueron diagnosticadas de COE en
distintos grados histolégicos (COE I, n = 3; y COE 1III, n = 5); y sus edades fluctuaron

entre 58 + 6,56 afios.

4.2.Estudio ex - vivo

Se analiz6 la Inmunodeteccién de REa, pREa y REP en tejidos ovaricos pertenecientes a
siete grupos de estudio que siguen una progresion neoplasica de COE. El andlisis de la

Inmunodeteccidn se realizé por porcentaje de nicleos/citoplasmas positivos.

4.2.1. Inmunodeteccion de REa en los tejidos ovaricos

El REa se localiza principalmente en el nicleo del epitelio de la superficie (normal y
tumoral) y estroma ovérico en todos los grupos de estudio (Fig. 4).

El andlisis de porcentaje de nicleos positivos para REa no posee una distribucion normal
en cada grupo de estudio, y aplicando un test no paramétrico, no existen diferencias

significativas de la Inmunodeteccion de REa entre los siete grupos estudiados, existiendo
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una inmunodeteccién homogénea en el epitelio ovérico durante la progresion neoplasica de
COE (Fig. 5). La inmunodeteccion de REa en el estroma ovdrico tampoco posee

diferencias significativas (datos no mostrados).

B
Ovario Normal
Inactivo

Figura 4. Localizacién y distribucién de REa en tejidos de ovario a través de una progresion neopldsica,
determinada por IHQ. La barra en cada recuadro representa 50 pum. Aumento 1000X.
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OVF OVvI Tumor Tumor COEI COEIl COEI
Benigno Borderline
n=3§ n=§8 n=7 n=§8 n=11 n=9 n=3§
Figura 5. Andlisis de la Inmunodeteccién de REa en el Nucleo del Epitelio
Ovdérico, durante la progresion neoplasica de COE. Promedio + error estandar.

4.2.2. Inmunodeteccion de pREa en los tejidos ovaricos
El receptor de estrogenos alfa fosforilado (pREa) se localiza solo en el nicleo del epitelio

de la superficie (normal y tumoral) y estroma ovarico de los siete grupos de estudio (Fig.
6).
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El andlisis del porcentaje de nicleos positivos para pREa mediante un test no paramétrico
demostré que existen diferencias significativas entre los grupos de estudio (Fig. 7). En el
epitelio ovdrico, la Inmunodetecciéon de pREo aumenta en forma significativa entre OVF
v/s Borderline (p < 0.01); luego desciende a COE I (p < 0.01 v/s Borderline), para
aumentar significativamente desde COE I hasta COE III (p < 0.01). Estos cambios también

se pueden observar en el estroma ovérico (dato no mostrado)

Flgura 6. Localizacion y d1stnbuc1on de pREa en tejidos de ovario a través de una progresion neoplasica,
determinada por IHQ. La barra en cada recuadro representa 50 pm. Aumento 1000X.
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Figura 7. Analisis de la Inmunodeteccion de pREa en el Nucleo del Epitelio Ovérico,
durante la progresion neoplasica de COE. Promedio * error estandar.

(*) p<0.05; OVF v/s COE 11, OVI v/s COE II, COE I v/s COE II. (**) p < 0.01; OVF
v/s Borderline, OVF v/s COE III, OVI v/s Borderline, Borderline v/s COE 1, COE I
v/s COE III.
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4.2.3. Inmunodeteccion de REP en los tejidos ovaricos

El andlisis por IHQ del receptor de estrégenos beta (REP) demostré que esta proteina se
localiza tanto en el citoplasma como en el nicleo del epitelio de la superficie (normal y
trasformado) y en el estroma ovéarico de todos los grupos de estudio (Fig. 8).

El andlisis de la IHQ considerando porcentaje de citoplasmas positivos para REf, demostr6
que los grupos de estudios no poseen una distribucién normal, y que no existen diferencias
significativas en la Inmunodeteccion de RE entre los grupos de estudio, tanto en el
epitelio (Fig. 9), como en estroma ovérico (dato no mostrado).

Sin embargo, realizando el andlisis de la Inmunodeteccién de REP a nivel nuclear en el
epitelio y estroma Ovdrico existen diferencias significativas de la expresion de RE entre
OVF vy tumor benigno (p < 0,05) y entre tumor benigno con los tres grados de
diferenciacion de COE (p< 0.01); en estos ultimos pricticamente desaparece la deteccion

nuclear de RE. (Fig. 10).
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~ Ovario Normal Funcional Ovario Normal Inactivo — Tumor Ovirico Benigno —

TET
%mrggr,Ova
.

VD EX RPN SR SUR . YoV i) W e
Figura 8. Localizaciéon y distribucién de REP en tejidos de ovario a través de una progresion neopldsica,
determinada por IHQ. La barra en cada recuadro representa 50 um. Aumento 1000X.
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Figura. 9. Analisis de la Inmunodeteccién de REP en el citoplasma del epitelio
ovdarico durante la progresioén neoplédsica de COE. Promedio =+ error estandar.
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Figura 10. Analisis de la Inmunodeteccion de REP en el nicleo del epitelio
ovdrico durante la progresion neoplédsica de COE. Promedio + error estdndar.

(*) p < 0.05; OVF v/s Tumor Benigno.

(**) p < 0.01; Tumor Benigno v/s COE I, II y III.

Como ya se menciond, numerosos estudios demuestran que la expresion del mRNA de
REP disminuye a medida que avanza la progresion neoplasica desde ovario normal (11, 12,
14, 26) y lo mismo se espera observar en este estudio por IHQ.

Debido a que la técnica de IHQ semicuantifica la proteina por compartimento celular, se
procedi6 a sumar la expresion de RE en el niicleo y citoplasma del Epitelio y Estroma,

con el fin de comparar lo publicado en expresién de mRNA.
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Con este andlisis se puede observar que la Inmunodeteccién total de RE aumenta desde
OVF hasta Tumor Benigno (p< 0.05), y luego disminuye significativamente hasta COE II
(p< 0.05) (Fig. 11).
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Figura 11. Analisis de la Inmunodetecciéon de REP en el Tejido Ovarico Total,
sumando la expresion en el citoplasma y nuclear del Epitelio y Estroma Ovdrico,
durante la progresion neoplasica de COE. Promedio + error estdndar.

(*) p<0.05, OVF v/s Tumor Benigno, y Tumor Benigno v/s COE II.

4.2.4. Relacion REa/REp en epitelio de los tejidos ovaricos

Se quiso analizar la relacion entre la Inmunodeteccién de REa (nicleo) y RE (niicleo mas
citoplasma) en el epitelio durante la progresiéon neopléasica de COE, con el fin de conocer la
tasa de proliferacion asociada a REa y de proteccion, dado por RE.

A través de un test no paramétrico, se observa una diferencia significativa de la relacién

REw/RE entre OVF v/s COE I (p< 0.05) y COE II (p< 0.01), (Fig. 12).
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Figura 12. Relacion REa/RER en Epitelio de la Superficie Ovdrica (normal
y transformado) durante la progresiéon neoplasica de COE. Promedio +
error estandar. (**) p < 0.01; OVF v/s COE II. (***) p < 0.001; OVI,
Benigno y Borderline v/s COE II, y COE II v/s COE III. 21




4.3. Estudio in - vitro

Se analiz6 la Inmunodeteccién de REa, pREa y REB en explantes de COE. El andlisis de la

Inmunodeteccién se realizé por porcentaje de nicleos/citoplasmas positivos.

4.3.1. Inmunodeteccion de REa, pREa y REP en explantes de COE estimulados con
NGF

Los explantes de COE estimulados por dos horas con NGF a 10 y 100 ng/ml presentaron
una localizacién diferencial de las isoformas de RE estudiadas; siendo REa y pREa
nuclear, mientras que la de REP es citoplasmatica (Fig. 13).

La Inmunodeteccion de REa y REP no presentaron cambios significativos en ser
estimulado con NGF en concentracion creciente, al compararlo con el control sin estimulo
(Fig. 14). Sin embargo, la Inmunodeteccién de pREa aumenta en forma significativa en los
explantes estimulados con NGF 10 y 100 ng/ml (p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente v/s
el control) (Fig. 14)
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Figura 13. Localizacion y distribuciéon de REa, pREa y REP en explantes de
COE estimulados con NGF, determinada por IHQ. La barra en cada recuadro
representa 50 pm. Aumento 1000X.
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Figura 14. Analisis de la Inmunodeteccion de RE en el epitelio de explantes de COE estimulados con NGF en

concentraciones de 10 y 100 ng/ml. Promedio =+ error estdndar.
(*) p < 0.05; Control v/s NGF 10 ng/ml. (**) p < 0.01; Control v/s NGF 100 ng/ml.

El resultado del aumento de la inmunodeteccion de pRE«a por accion de NGF se quiso
complementar con un estudio de correlacién entre el porcentaje de células positivas para
TrkA y pREa en los diferentes grados de diferenciacion de COE, desde COE I hasta COE
III (Fig. 15). Esto demuestra que existe una correlacion positiva significativa (1/pendiente
=0.95, R=0.611 y p < 0.01) entre el aumento de la deteccion de TrkA y pREa a medida

que COE pierde su diferenciacion celular.
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Figura 15. Correlacion de Pearson entre pREa
y TrkA, evaluados por IHQ, desde COE I hasta
COE III. 1/pendiente = 0.95, R=0.611 y p =
0.0036.(**), p < 0.01.

4.3.2. Inmunodeteccion de REa, pREa y REP en explantes de COE estimulados con
FSH

Los explantes de COE estimulados por dos horas con FSH 10 y 100 mUI/ml presentaron

una localizacién diferencial de las isoformas de RE estudiadas; siendo REa y pREa

nuclear, mientras que la de REP es citoplasmatica (Fig. 16).
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Ninguna isoforma de RE, REa, pREa, ni REP, present6 cambios significativos en su
Inmunodeteccién al ser estimulado con FSH en concentracidn creciente, en comparacion al

control sin estimulo (Fig. 17).
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Figura 16. Localizacion y distribucién de REa, pREa y RE en explantes de
COE estimulados con FSH, determinada por IHQ. La barra en cada recuadro
representa 50 pm. Aumento 1000X.
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Figura 17. Andlisis de la Inmunodeteccion de RE en el epitelio de explantes de COE estimulados con FSH
en concentraciones de 10 y 100 mUI/ml. Promedio + error estdndar.
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4.3.3. Inmunodeteccion de REa, pREa y REP en explantes de COE estimulados con
LH

Los explantes de COE estimulados por dos horas con LH 10 y 100 mUI/ml presentaron
una localizacién diferencial de las isoformas de RE estudiadas; siendo de REa y pREa
nuclear, mientras que la de REP es citoplasmatica (Fig. 18).

Ninguna isoforma de RE, REa, pREa, ni REP, presenté6 cambios significativos en su
Inmunodeteccién al ser estimulado con LH en concentracion creciente, en comparacién al

control sin estimulo (Fig. 19).
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Figura 18. Localizacién y distribucién de REa, pREa y REP en explantes de COE
estimulados con LH, determinada por IHQ. La barra en cada recuadro representa 50
pm. Aumento 1000X.
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Figura 19. Andlisis de la Inmunodeteccion de RE en el epitelio de explantes de COE estimulados con
LH en concentraciones de 10 y 100 mUI/ml. Promedio + error estdndar.
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4.3.4. Inmunodeteccion de REa, pREa y RE en explantes de COE estimulados con
FSH + LH

Los explantes de COE estimulados por dos horas con FSH + LH 50 y 500 mUI/ml
presentaron una deteccion diferencial de las isoformas de RE estudiadas; siendo REa y
pRE« nuclear, mientras que la de REP es citoplasmatica (Fig. 20).

Ninguna isoforma de RE, REa, pREa, ni REP, present6 cambios significativos en su
Inmunodetecciéon al ser estimulado con la mezcla de ambas gonadotrofinas en

concentracion creciente, en comparacion al control sin estimulo (Fig. 21).
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Figura 20. Localizacién y distribucién de REa, pREa y REB en explantes de COE
estimulados con FSH + LH, determinada por IHQ. La barra en cada recuadro
representa 50 pm. Aumento 1000X.
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Figura 21. Anilisis de la Inmunodeteccién de RE en el epitelio de explantes de COE estimulados con FSH
+ LH en concentraciones de 50 y 500 mUI/ml. Promedio * error estdndar.
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5. DISCUSION

En el ovario de la mujer postmenopdusica, OSE se invagina en el estroma ovdrico donde
estd sometido a un ambiente de altas concentraciones de gonadotrofinas y andrégenos, lo
que provoca una transformacién maligna progresiva, formando primero un quiste de
inclusién y luego un cistoadenoma seroso, que progresa a tumor borderline y los tres
grados de diferenciacion neopldsica de COE (9). A pesar que en estas mujeres no se
sintetiza estradiol por parte de las células de la granulosa (al no poseer foliculos activos),
los RE estdn presentes en OSE y estroma ovdrico; los que podrian tener un rol en la
patogénesis de COE (15). Existen evidencias que postulan a REP como protector frente a
la carcinogénesis ovdrica, mientras que a REa se le atribuyen los efectos de proliferacion
de OSE en un curso neoplasico (14, 15).

Diversos autores han demostrado la expresion de REa y REP en ovario normal y COE (14-
17, 26, 27, 57). La mayoria de ellos, observa una disminucién de la expresiéon de REP en
COE con respecto a ovario normal, mientras que REa mantiene su expresion; aumentando
la relaciéon de REa/REB en COE. Estos estudios se basan en expresion génica de los
receptores y no la cuantificacién de la proteina, ademds de no incluir la evaluacién de los
cambios de expresion de los REs en los distintos grados de diferenciacién histolégica de
COE (Grado I, IT y III).

Los resultados del presente estudio demuestran que la proteina REa se localiza en el
ntcleo del epitelio de la superficie ovarica durante la progresién carcinogénica de COE;
sin embargo esta deteccién se mantiene constante y no varia desde OVF hasta COE III. En
cambio, la Inmunodeteccion de REPB disminuye significativamente en el tejido ovarico
desde tumor benigno hasta COE II. Ademas, se analiz6 el balance entre ambas isoformas,
donde la razon REo/RE aumenta desde OVF y OVI hasta COE II.

Otros autores han determinado los mismos cambios de expresion de REa y REP en cancer
de ovario epitelial (14-17, 26, 27, 57); pero a diferencia de este estudio, ellos lo han
realizado por andlisis de expresion génica (Ej: RT-PCR), los que utilizan un macerado de
tejido ovarico; mientras que la IHQ empleada en este estudio puede diferenciar la
localizacién de los RE. Por esta razén, para comparar los resultados con los descritos por

los otros autores, es que se analizd la expresion de RE en tejido total.

Estos efectos antagénicos de las isoformas a y B de RE en COE puede deberse

principalmente a sus estructuras (ver fig. 1). Tanto REa como REP contienen una
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estructura con dominios funcionales propios de la familia de receptores nucleares. El
dominio de unién al DNA (DBD) es altamente conservada entre ambas isoformas (95%);
en cambio la regién A/B en el extremo amino terminal es la menos conservada entre ambas
isoformas (20%). Esta regién posee una funcién de activaciéon independiente de ligando
(AF-1) que puede reclutar coactivadores y ser fosforilado; AF-1 es muy activo en REa, no
asi en REP. Las diferencias en el extremo amino terminal tanto en secuencia aminoacidica
como en el largo de ambas isoformas de RE, han sido sugeridas como una posible
explicacion a la respuesta diferencial a antiestrégenos (58).

El dominio de unién al ligando (LBD) se une principalmente a 17-p-Estradiol y tiene una
homologia de un 60% entre las isoformas a y f de RE. Esta region posee la funcién de
activacion dependiente de ligando (AF-2) en el extremo carboxilo terminal que permite la
dimerizaciéon del receptor, interaccién con co-reguladores, localizacién nuclear y
fosforilacién de RE (20).

A pesar de que RE a y P poseen similares mecanismos de accidn, tanto cldsico como no
clasico; en muchas instancias ambas isoformas exhiben acciones opuestas en la regulacion
de ciertos promotores de EREs. La activacion de REa por estrégeno depende de la unién al
factor de transcripciéon AP-1, mientras que REP no se activa. Ademas, los antiestrégenos
sintéticos, tales como Tamoxifeno y Raloxifeno, poseen acciones diferenciales
dependiendo de la isoforma que predomina en un tejido. Es asi como en lineas de cancer
de mama ha sido ampliamente estudiado el efecto de hidroxitamoxifeno, el cual posee un
efecto mezclado de agonista/antagonista a través de REa, mientras que es un antagonista

puro a través de REP, efecto que es explicado a las diferencias de activacién de AF-1. (21)

Debido a esta diferencia de activacion de ambas isoformas es que controlan en forma
opuesta a diversos genes regulados por estrégenos en lineas celulares de cancer de ovario,
tales como receptor de progesterona y Ciclina D1, entre otros genes relacionados con la
carcinogénesis ovdrica; donde REa aumenta la expresion de estos genes, mientras que RE
la reprime (14, 19).

Esto puede ser explicado en parte a través de diversos estudios basados en ensayos que
estudian la regulacién temporal de los templados de cromatina (ChIP assays) dirigidos al
analisis del reclutamiento de cofactores ligando dependiente de RE sobre promotores que
responden a estrogeno. Estos han demostrado que tanto las isoformas a y B de RE poseen
una actividad similar sobre DNA desnudo, mientras que difieren sobre templados de

cromatina (59). REa activa fuertemente la transcripcién sobre templados de cromatina, no
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asi REP. Estas diferencias pueden deberse a la inhabilidad de REP para reclutar un
complejo de preiniciacion estable sobre los templados de cromatina atribuido a la

diferencia de la funcién AF-1 amino terminal de ambas isoformas. (59)

Sin embargo, a pesar que las isoformas de RE poseen una accién diferencial, la actividad
de cada una puede estar regulada mediante diversos mecanismos que han sido estudiados
en modelos de cancer de mama (60). Uno de estos mecanismos es la hipermetilacion en
islas CpG del promotor de RE, lo que conlleva a una disminucién significativa de la
expresion de mRNA de RE. Este mecanismo de regulacién ha sido estudiado en los
promotores del REP en tejidos de cancer de ovario, donde existe una hipermetilacion del
promotor en cancer de ovario al compararlo con una linea celular de OSE lo que disminuye
la expresion de mRNA de las variantes 1, 2 y 3 de RE en estas muestras (60).

Los antecedentes de regulacion de RE por hipermetilacion explicarian en parte los
resultados expuestos en este estudio, donde REP disminuye en la progresion neoplésica de
COE mientras que REa mantiene su expresion, y los de accién diferencial explican las
consecuencias de esta expresion de ambas isoformas sobre genes que se relacionan con la
carcinogenesis de COE; lo que se podria corroborar con experimentos que detectan a RE[}

metilado a través de la progresion de COE.

Abhora, el predominio de REa sobre RE en COE permite el desarrollo de la accién de esta
isoforma sobre los genes antes mencionados, sin la accion opuesta de REP. Sin embrago,
cabe discutir cual es el mecanismo de accion de REa involucrado, considerando que en
estas mujeres de edad postmenopdausica no existe produccion de estrégenos por parte de las
células de la granulosa; principalmente 17-f Estradiol (E;) que activa a REa. La
deficiencia de E, hace que se utilice terapia de reemplazo hormonal basada solo en
estrégenos en mujeres postmenopdusicas, la que aumenta la incidencia y mortalidad por
cancer de ovario (15).

Existen evidencias que comprueban que las mujeres con cdncer de ovario poseen niveles
elevados de esteroides sexuales en la periferia y venas ovdricas, incluyendo E, y Estrona
(61), y que E; es producido por las células de COE humano (62). Ademads, existe actividad
Aromatasa en OSE, tumores ovéricos epiteliales y algunas lineas celulares de COE (63); y
que existe un aumento de la actividad Estrona Sulfato en COE avanzado, lo que aumenta la

disponibilidad de sintesis de E2 (64). Estos hallazgos sugieren que los estrégenos proveen
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un ambiente hormonal que promueve la progresion tumoral y/o juega un rol importante en
la regulacion de la proliferacidn y supervivencia de estas células.

Estos niveles de estrégenos intratisular en COE participarian en el mecanismo de accion
cléasico o ligando dependiente de unién directa o indirecta al DNA. Sin embargo, en lineas
celulares de cincer de ovario se ha demostrado la via no genémica, que depende de E, y
que activa multiples sefiales de transduccién mediando un efecto muy rdpido en la célula.
El tratamiento con E, ridpidamente activa la via PI3K/AKT/NFxf que fosforila a la
subunidad catalitica de telomerasa (hTERT) (65) y estimula a HIF-loa y VEGF-A via
PI3K/AKT/FRAP (66).

La activacién ligando independiente o no cldsica de REa también ha sido estudiada en
cancer de ovario, la que involucra fosforilaciones de RE para su activacion. Estos estudios
no han caracterizado que residuos son fosforilados, otros sugieren que la fosforilacién en
residuos tirosina de AF-1 no depende del ligando (23), pero parece ser importante la via de
transduccién de ERK desencadenada por CD44 o EGF (67).

Este mecanismo de accién no clésico ha sido estudiado principalmente en cdncer de mama,
donde describen que la fosforilacion de REa mediada por segundos mensajeros es
aumentada en presencia de E,, sobre todo en residuos serina 104, 106 y 118 del extremo
AF-1 amino terminal, siendo serl118 el sitio de mayor fosforilacién en respuesta a E; o
activacion de la via MAPK por union de factores de crecimiento a sus receptores (23). La
fosforilaciéon en ser 118 del dominio AF-1 de REa influye en el reclutamiento de

coactivadores, aumentando asi la transcripcién mediada por RE.

El presente estudio demuestra que, ademas de que la Inmunodeteccién de REa no varia en
contraste a la disminucion de REP durante la progresiéon neoplasica de COE; existe un
aumento de la deteccion de REa fosforilado en serl18 en el epitelio ovarico, desde OVF
hasta Borderline y desde COE I hasta COE III. Lo que llama la atencién es la expresion
similar de pREa ser 118 entre borderline y COE III, ya que lo légico de pensar es que
exista un aumento de pREa desde OVF hasta COE III.

Un estudio demostré que existen algunos tumores Borderline que pueden comportarse
como lesion pre-maligna de un COE de alto grado maligno, exhibiendo las mismas
mutaciones que presentan los COE de carcinogénesis agresiva tipo 2, tales como
mutaciones en KRAS, BRAF y p53. (68). Quizas, los tejidos borderline que se utilizaron
en nuestro estudio poseen este comportamiento, informacién que no tenemos disponible en

nuestro laboratorio; lo que explicaria en parte la similar Inmunodeteccion.
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Lo mismo se explica con la deteccion de REP en COE III, que en vez de disminuir su
como una progresion, aumenta con respecto a COE II. Probablemente estas muestras de
COE III provienen de una progresiéon tumoral rapida o agresiva tipo 2, lo que hace
comportarse molecularmente diferente. Otro estudio a través de IHQ, demuestra que REa
en Borderline y benigno poseen una Inmunodeteccién mayor que en COE, sin explicar de
que grado de diferenciacion son esas muestras. Este estudio no midi6 la deteccion de REf,
pero sugiere que tanto Borderline como tumor Benigno poseen un comportamiento muy

similar entre ellos, y no con COE (69).

Lo otro que llama la atencién en los resultados de la expresién de pREa es su aumento
significativo desde OVF y OVI hasta Borderline o de REP total desde OVF hasta tumor
benigno. Entonces se debe analizar que sucede desde un ovario normal hasta benigno o
borderline. El tumor benigno seroso proviene de la proliferacién aumentada de células
epiteliales de un quiste de inclusién o directamente de OSE. Un estudio que compara los
niveles de estradiol tisulares de estos tumores benignos demuestra que poseen
significativamente mayor concentracion de estradiol tisular al compararlos con COE (70),
lo que puede sugerir que durante la progresién desde OVF, o bien de OVI, hasta tumor
benigno aumenta también progresivamente la concentracidn tisular de estradiol, a pesar
que en una mujer postmenopdausica (OVI) los niveles plasméticos de estradiol estin muy
disminuidos. Asi mismo, se podria deducir que este aumento de estradiol hasta tumor
benigno pudiera autorregular su propio receptor. Algunos autores han demostrado que la
exposicion a estrogenos puede autorregular su propio receptor, tanto a REa y REP, en uno
a mds promotores que responden a estrégenos (58).

Uno de los resultados mds importantes encontrados en este trabajo, fue el aumento
significativo en la Inmunodeteccién de pREa ser 118 desde COE diferenciado (COE 1)
hasta el pobremente diferenciado (COE III). El aumento de la fosforilacion de REa se
explica con el mecanismo de accién no clasica de RE o independiente de ligando, donde
RE se activa mediante fosforilaciones que permiten un mayor reclutamiento de co-
activadores, resultando en la potenciacion de la transcripcién mediada por dicho receptor
La fosforilaciéon del REa puede producirse por alguna de las vias de transduccién de
kinasas; siendo la fosforilacion en ser 118 del REa exclusiva de la via MAPK/ERK

activada por la unién de un factor de crecimiento a su receptor de membrana (23).
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El RE, al pertenecer a la familia de receptores nucleares, ejerce su accién a nivel nuclear;
pero nuestros resultados demuestran que la isoforma REP se localiza en el citoplasma del
epitelio de la superficie ovdrica a través de la progresion carcinogénica, y en el nicleo
hasta Borderline para luego desaparecer en los tres grados de diferenciacion de COE. Si
RE tiene su efecto ya sea por diversos mecanismos en el nicleo, la pregunta es, ;por que
desaparece en el niicleo de COE y mantiene su expresion en citoplasma?

La desaparicion de RE en el nicleo de COE no se habia reportado ya que la mayoria de
los estudios estdn basados en expresion génica, y seria interesante atribuir este cambio a la
hipotesis de hipermetilacion de REB en COE que disminuye el mRNA de diversas
isoformas producidas por splicing alternativo de RE (60), y que disminuirfa la expresion
proteica de este receptor en el nicleo. La desaparicion de REf en el nicleo, permitiria la
accion de REa sin oposicion de la accion protectora de REP, quien no cambia su expresion
en la progresion carcinogénica y que ademds aumenta su activacion por fosforilaciéon en
ser 118; resultando en un aumento de la transcripcién de genes controlados por REa y que
se relacionan con la carcinogénesis.

La presencia de REP en el citoplasma puede deberse a que existe un pool de RE en la
mitocondria. Estas evidencias han sido reportadas en células uterinas y ovdricas de conejo,
donde ambas isoformas de RE se localizan en la matriz mitocondrial; mientras que otros
estudios sugieren que REP predomina en este organelo, tanto en una linea celular de
cristalino humana como en células cardiacas y neuronales de rata (71), y en células de
osteosarcoma y hepatosarcoma (72). Otro estudio en tejido neuronal demuestra la funcién
mitocondrial de RE se relaciona con la regulacién transcripcional de genes mitocondriales
a través de diversos mecanismos; genes importantes para el tratamiento con estrégenos en
la enfermedad de Alzheimer y Parkinson (73), pero no se reporta la regulacién de genes

relacionados con carcinogénesis.

Por otra parte, se ha experimentado la introduccién de REP en lineas celulares de cancer de
ovario, donde se observé que RE[ inhibia la proliferacion y movilidad celular a través de
un mecanismo no clasico o ligando independiente, ademds de aumentar la apoptosis de
estas células (14). Otro grupo de investigadores, transfectaron la linea celular de cancer de
ovario SK-OV-3 con vectores que codificaban para REB1 o sus variantes por splicing REf-
8125 y REB-81256, y probaron su respuesta a estrégenos y tamoxifeno en comparacion a
las células no transfectadas. Solo REB1 y no sus variantes produjeron una disminucién en

el crecimiento celular de SK-OV-3, aumentando la expresién de p2l1 y apoptosis y
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reduciendo ciclina A2 y la movilidad; efectos que no son modificados por la incorporacién
de estradiol o tamoxifeno, lo que sugiere que los efectos antitumorales de REP son ligando

independiente (74).

La incidencia de COE es mayor en mujeres postmenopdusicas, en las cuales los niveles de
gonadotrofinas circulantes son hasta tres veces mayores que en una mujer de edad fértil, lo
que permite asociar estas evidencias a una hipétesis de mecanismo carcinogénico de COE.
Esta hipdtesis ha sido apoyada por diversos estudios que demuestran in-vitro que las
gonadotrofinas estimulan la proliferacion celular, invasiéon y angiogénesis de COE
mediante diversos mecanismos de transduccién de sefiales, tales como PI3K/AKT vy
MAPK/ERK (9, 11, 49-52). La regulaciéon de estos mecanismos aun no estan totalmente
estudiados, pero existen algunos estudios que han demostrado que células de carcinoma
ovarico OVCAR3 estimuladas con FSH sintetizan Estradiol, el cual aumenta la
proliferacion de estas células (53); y que FSH tiene una accién estrogénica en ovario sobre
genes que poseen ERE, con lo cual modula el crecimiento, proliferacion y diferenciacion
celular del ovario (54).

Los antecedentes demuestran que LH-R y FSH-R aumentan su expresion desde ovario
normal hasta COE I (11), y nuestro laboratorio demostré que estos dos receptores
disminuyen su expresién desde COE I hasta COE III (48), por lo tanto se puede deducir
que la accion de gonadotrofinas sobre su receptor tienen mayor importancia durante la
primera etapa de la formacién del tumor; es decir, durante la carcinogénesis y no tanto en
la progresién de COE.

Por lo tanto, asociando estos antecedentes con los resultados descritos en este estudio, se
podria deducir que; si en estas pacientes postmenopdusicas con los tres grados de COE las
gonadotrofinas estin en niveles séricos muy elevados, pero sus receptores disminuyen
significativamente a medida que COE pierde su diferenciacion, pareciera ser que la perdida
de la diferenciacion histolégica de COE asociada a su mayor proliferacion e invasion
celular no estd mediada por gonadotrofinas, sino que a otras moléculas que aumentan en
esta progresion, tales como pREa y TrkA. Buscando el posible mecanismo de activacion
de REa por fosforilacién a través de via no clasica, las gonadotrofinas y su accién sobre su
receptor no serian la causa de esta fosforilacion. Para comprobar esta hipétesis, se hicieron
estudios in-vitro, donde explantes de COE se trataron con LH, FSH y la mezcla de ambas
gonadotrofinas en concentraciones ascendentes, y se determind la Inmunodeteccion de las

isoformas de RE. Los resultados demuestran que no hay cambios significativos de la
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deteccion de REa, pREa y REP en presencia de gonadotrofinas; por lo tanto se sugiere que
en COE pobremente diferenciado, las gonadotrofinas no influyen en la activacién de REa

por fosforilacion.

Nuestro laboratorio ha demostrado que TrkA aumenta significativamente su expresion
génica y proteica desde COE I hasta COE III (39). Estos datos, junto al aumento de la
Inmunodeteccién de pREa en estos mismos grados de diferenciacion de COE (estudio ex —
vivo), permitieron analizar que existe una correlacion positiva entre TrkA y pREa a medida
que COE pierde su diferenciacion celular; lo que sugiere que TrkA al ser activado por
NGF pudiera activar su via de sefializacion MAPK/ERK fosforilando a REa en ser118.

Este hallazgo fue corroborado en los estudios in — vitro, donde se obtuvo un aumento de la
Inmunodeteccion de pREa en los explantes de COE al estimularlos con diversas
concentraciones de NGF. Esta fosforilacion activaria a REa, lo que se traduciria en una
mayor expresiéon de genes regulados por RE y que tiene relacién con la proliferacion,
invasion y angiogénesis de COE, tales como c-myc, Ciclina D1, fibulina-1, VEGF y NGF
(15, 18, 19). Interesantemente, en adicién a estos resultados, cabe destacar que en los tres
grados de diferenciacion de COE, se produce una pérdida de la Inmunodetecciéon de REf,
lo que sugeriria que el aumento relativo de REa junto a su mayor activaciéon por
fosforilacion en ser 118, no estaria inhibido por la accién protectora de RE, existiendo un

aumento de la expresion de los genes que se transcriben a través de este mecanismo.
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6. CONCLUSION

La Inmunodeteccion de REa no se modifica durante la progresion neoplasica de COE,
mientras que REP disminuye desde tumor ovarico benigno hasta COE II; aumentando asi
la relacion REo/REB. La Inmunodeteccion de pREa aumenta significativamente desde
COE 1 hasta COE III; sugiriendo una activacién de RE por via no clasica ligando
independiente a través de la transduccién via MAPK/ERK desencadenada por la unién de
NGF a TrkA.

La pérdida de REB en COE permite la transcripcion de genes regulados por REa sin
oposicion de la accién protectora de REP; transcripciéon que es mantenida por la
fosforilacién de REa a través de mecanismos no clasicos. Estos eventos sugieren que REa
estd involucrado en la proliferacion, invasién y angiogénesis de COE, junto a otras

moléculas, tales como NGF y TrkA, activando a REq.
Gonadotrofina
Receptor de
Gonadotrofinas
NGF X
%%., N X e}

TrkA

Transcripcion de genes
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7. ESTUDIOS FUTUROS

Para continuar y completar este estudio, se podria estudiar la via de sefalizacién
MAPK/ERK en linea celular o explantes de COE en presencia de E, y NGF y medir la
expresion de REa total, REP y pRE« (tanto génica como proteica), con el fin de comprobar
que RE es regulado por esta via en ausencia de E,.

También seria interesante comprobar el estudio ex - vivo con andlisis de expresién proteica,
tales como Western Blot. Para esto, la muestra a analizar deberia de ser adquirida por
microdiseccion por ldser, para evitar la interferencia del estroma ovarico.

Para completar este estudio, se podria estudiar la metilacién del gen de REP en COE de
distintos grados de diferenciacion; y asi conocer una posible causa de la perdida de esta

1soforma de RE en COE.
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