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RESUMEN

El Cancer Ovarico Epitelial (COE), un tumor maligno, de causa desconocida, suele presentarse en mujeres
mayores de 50 afios y con un diagnostico precoz complejo, ya que las mujeres no presentan sintomas o presentan
solo sintomas leves e inespecificos (). Un vez que el cancer ovérico es diagnosticado, por lo general se encuentra
en una etapa avanzada, siendo dificil de tratar y con alto porcentaje de mortalidad a cinco afios (@). Esta patologia
es altamente angiogénica y uno de los factores angiogénicos mas importantes en cancer ovarico es el factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF) . Ademas, el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) y su receptor de
alta afinidad trkA, participan en la angiogénesis del ovario, ya sea a través de una accion directa, aumentando la
proliferacion de células endoteliales, o bien indirecta, por aumento de la expresion del VEGF ©). Por otra parte, en
varios tejidos normales y patoldgicos como el cancer, se ha demostrado que ADAM-17, una metaloproteasa
responsable del corte de ectodominios de varios factores de crecimientos y receptores, destacandose entre ellos
citoquinas, receptores de neurotrofinas, receptores con actividad tirosina quinasa y moléculas de adhesion celular
45, es efectivamente expresada por lineas celulares de COE y en diferentes tejidos de cancer, tales como el

cancer mamario, colorrectal, pancreético y ovarico “9),

Esto, nos llevd a estudiar la localizacion y expresion de ADAM-17, por inmunohistoquimica y RT-PCR convencional
en tejidos ovaricos en las distintas etapas de diferenciacion epitelial (ovarios normales, tumores ovaricos benignos,
tumores ovaricos borderline y Cancer Ovarico Epitelial bien diferenciado (COE 1), moderadamente diferenciado
(COE 1l) y pobremente diferenciado (COE Ill). Ademas, fue de nuestro interés, correlacionar los resultados

obtenidos, con los niveles de VEGF, NGF y su receptor trkA en otros estudios de nuestro grupo de trabajo.

Los resultados obtenidos permiten sefialar lo siguiente: 1) Se observd inmunodeteccion de ADAM-17,

predominantemente en epitelio ovarico, a nivel citoplasmatico, en muestras de ovario inactivo, tumor benigno,
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tumor borderline y COE (grado I, Il y Il de diferenciacion histologica), 2) ADAM-17 aumenta su expresion génica y
proteica en muestras de COE, pudiendo estar involucrado en la transformacion del epitelio en tejido ovarico, desde
ovario normal hasta COE, 3) Los niveles proteicos de ADAM-17 con los de VEGF, NGF, trkA y trkA-p, que
participan en la progresion y posterior metastasis tumoral, se correlacionan positiva y significativamente en las

diferentes muestras de tejido ovarico descritas para este estudio.

Por lo tanto, estos resultados permiten concluir, que si bien, los incrementos en los niveles de ADAM-17 son
discretos y podrian cumplir un rol importante en la transformacion del epitelio ovarico, no permitirian considerar a

ADAM-17, como un marcador tumoral en COE por si solo.



ABSTRACT

Epithelial ovarian cancer (COE), a malignant tumor of unknown cause, usually occurs in women over 50 years old.
Early diagnosis is difficult as women often have no symptoms or only mild and nonspecific ones (i). Once ovarian
cancer is diagnosed, usually at an advanced stage, it is difficult to treat and there is a high five year mortality
rate(1). This disease is recognized as being highly angiogenic, and one of the most important angiogenic factors in
ovarian cancer is the vascular endothelial growth factor (VEGF) (i). In addition, Nerve Growth Factor (NGF) and its
high affinity receptor trkA also participate in ovary angiogenesis, either through direct action, increasing endothelial
cell proliferation, or indirectly by increased VEGF expression (i). On the other hand, in several normal and
pathological tissues, it has been shown that ADAM-17, a metalloprotease which cuts the ectodomain of several
growth factors and receptors (among them cytokines, neurotrophin receptors, tyrosine kinase receptors and cell
adhesion molecules (i, iii)), is expressed in COE cell lines and in different cancer tissues such as breast, colorectal,

pancreatic and ovarian cancer (4, iv).

This led us to study the localization and expression of ADAM-17 by means of immunohistochemistry and
conventional RT-PCR in ovarian tissues at different stages of epithelial differentiation (normal ovaries, benign
ovarian tumors, borderline ovarian tumors and well differentiated epithelial ovarian cancer (COE I), moderately
differentiated (COE 1) and poorly differentiated (COE Ill)). The results were correlated with VEGF, NGF and trkA

receptor levels in the same tissues (results obtained from other studies in our laboratory).

The results indicate the following: 1) immunodetection of ADAM-17 was observed, predominantly in ovarian
epithelium (cytoplasmic level) in samples of inactive ovary, benign, borderline and COE tumor (grade I, Il and Il of
histological differentiation ), 2) ADAM-17 gene and protein expression were increased in COE samples, and may

be involved in the transformation of normal epithelial ovarian tissue to COE, 3) ADAM-17 proteins levels and those
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of VEGF, NGF, and trkA trkA-p, involved in the progression and subsequent tumor metastasis, positively and

significantly correlated in the different ovarian tissue samples described in this study.

Therefore, these results allow to conclude that although increases in ADAM-17 protein levels are discrete and may
play an important role in the transformation of ovarian epithelium, one would not consider ADAM-17 as a COE

tumor marker on its own.



INTRODUCCION

EL OVARIO Y EL CANCER OVARICO EPITELIAL

Los ovarios son un drgano de multiples compartimientos, que poseen variadas propiedades biologicas,
destacandose entre ellas, una funcién gametogénica, que determina la produccion de 6vulos para la reproduccion,
y una funcion endocrina, que determina la produccion y secrecion de hormonas sexuales, tanto esteroidales,

peptidicas, como factores de crecimiento.

Estructuralmente, el ovario tiene una corteza externa y una médula interna. Rodeandolo, se encuentra el epitelio
de superficie del ovario (ESO), caracterizado por una capa simple de células mesoteliales planas a cuboidales, que
tiene la capacidad de secretar y presentar receptores para hormonas (gonadotrofinas), factores de crecimiento y
citoquinas, asi como el Factor de Crecimiento Nervioso (NGF) y su receptor de alta afinidad trkA. Ademas,
participa en el transporte de materiales desde y hacia la cavidad peritoneal, en la ruptura ovulatoria ciclica y en su

reparacion (7:8).

Como el ESO se origina desde una invaginacion del epitelio celomico, se piensa que puede mostrar caracteristicas
de tejidos derivados del ducto Miilleriano (trompas de Falopio, endometrio y cérvix), asi como la capacidad de

trasformacion metaplastica ©).

Dentro de estas transformaciones, encontramos el cancer ovarico, un tumor maligno, que suele presentarse en
mujeres mayores de 50 afios. La causa es desconocida y su diagnostico precoz es complejo, ya que muchas
veces, las mujeres no presentan sintomas o presentan sélo sintomas leves e inespecificos. Un vez que son

diagnosticadas por lo general se encuentra en una etapa avanzada, siendo dificil de tratar. El tratamiento suele ser

10



quirdrgico en conjunto con quimioterapia o radioterapia (). Entre los factores de riesgo esta tener familiares de
primer grado que hayan desarrollado esta patologia, mientras que los factores protectores lo constituyen el haber

evitado la ovulacion (métodos anticonceptivos), multiparidad, lactancia, ligadura tubaria e histerectomia (20.11),

En Chile, la mortalidad debido a tumores malignos de cualquier indole ha aumentado considerablemente. Esto deja
en evidencia, que los esfuerzos de control del cancer (prevencion, diagnostico y tratamiento) tienen menos éxito
que en los paises desarrollados en comparacion con otras patologias, ya que la tasa de mortalidad general de la
poblacion chilena ha disminuido 2. Los tumores malignos son la segunda causa de muerte entre el periodo 1990-
2006 13) y la tasa de mortalidad desde 1990 al 2007 aumentd de 107,5 a 129,5 muertes por cada 100.000
habitantes (14). El cancer ovarico presentd una tendencia al incremento desde 1990 a 1998 (12), La informacion

sobre cancer ginecoldgico es escasamente publicada y por lo general poco actualizada.

En Estados Unidos, se estimo que en el afio 2009, 21.550 mujeres fueron diagnosticadas con cancer ovarico, de
las cuales 14.600 fallecieron, el 67.7%. Desde el 2002 al 2006, el promedio de edad de mujeres diagnosticadas
con cancer ovarico fue 63 y de mortalidad 71 afios. Se destaca que ademas de diferencias etarias, existen
diferencias entre las diferentes razas o etnias de la poblacion, tanto en incidencia como mortalidad. Ademas, se
estimo 5 afios en promedio de sobrevida pos diagnostico y que, desde el afio 2004 al 2006, 1,4% de las mujeres

nacidas podrian ser diagnosticadas con cancer ovarico alguna vez durante su vida (25,

SegUn su clasificacion, dentro de todas las neoplasias malignas ovaricas, aproximadamente 90% corresponden a
Carcinoma Ovarico Epitelial (COE); el resto se origina en células de la granulosa o, rara vez, en células del
estroma o germinales (7). Fenotipicamente el COE se encuentra entre los tumores mas variables, es decir, puede
expresar propiedades relacionadas con el epitelio de las trompas de Falopio (tumores serosos), del endometrio

(tumores endometrioides) y del endocervix o epitelio coldnico (tumores mucinosos). Aunque estos subtipos
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histologicos de COE difieren clinicamente en prondstico y respuesta a tratamiento, no se conocen los

determinantes especificos de esta variacion ().

Ademas, el COE podemos clasificarlo en diferentes etapas segun su curso:

Etapa I: formacion de quistes de inclusion epitelial que invaden la corteza del ovario. Se cree que estos
cuerpos de inclusion se forman cuando las células epiteliales quedan atrapadas en la lesion creada en la
ruptura folicular o durante la reabsorcion litea. El prondstico es bueno si el quiste no se ha roto y el
crecimiento es limitado a uno 0 ambos ovarios.

Etapa II: se produce cuando el quiste se rompe y las células malignas se dispersan en la cavidad peritoneal.
Etapa llI: se caracteriza por el desarrollo de tumores que involucran a uno o0 ambos ovarios, con implantes
peritoneales fuera de la pelvis y positividad para nodos retroperitoneales o inguinales.

Etapa IV: se define por el crecimiento del ovario con metéstasis diseminadas distantes (10

El tejido tumorogenico derivado del OSE se asocia cercanamente con el tejido estromal. La invasion tumoral
requiere a menudo una asociacion con el tejido estromal del huésped y la mayoria de los tumores de ovario tienen
un componente parecido al estroma; por lo tanto, las interacciones entre las células epiteliales y estromales son

importantes para el desarrollo, crecimiento, angiogénesis y metastasis del tumor (26),

Para explicar la etiologia del COE se han propuesto numerosas hipotesis: ovulacion incesante (10, elevada
exposicion a gonadotrofinas, aumentando la produccion de estrégenos por parte del ESO ©), exceso de
estimulacion androgénica sobre el ESO ©), inflamacion ovarica local con produccion de moléculas proinflamatorias

y citoquinas © y conversion epitelio-mesénquima de células del ESO (). También se ha propuesto un modelo
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dualistico para la carcinogénesis del COE. Una via involucra una progresion gradual, desde un tumor borderline a
un carcinoma Seroso no invasivo, seguido por uno invasivo y otra via se caracteriza por la rapida progresion desde
el epitelio superficial del ovario o desde quistes de inclusion hasta un carcinoma seroso convencional de alto grado

de invasion @7,

Por (ltimo, otro criterio por el cual los tumores epiteliales se clasifican es a través de su grado de diferenciacion, lo

cual refleja su comportamiento clinico. Estas categorias son:

COE | (bien diferenciado): estructuras papilares irregulares con malignidad celular, epitelio pseudoestratificado
y algunos focos de invasion.

COE Il (moderadamente diferenciado): disminucion de estructuras papilares debido a la presencia de zonas
indiferenciadas, se observan nlcleos atipicos y aumentan los focos de invasion.

COE Il (pobremente diferenciado): masa pobremente diferenciada, con pleomorfismo celular y nuclear y con

bastantes focos de invasion (8).
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ANGIOGENESIS EN LA PROGRESION DEL CANCER OVARICO EPITELIAL

Para resguardar el crecimiento celular normal y evitar la progresion tumoral se requiere un control estricto de los
factores que promueven el ciclo celular @9, Cuando no se logra esto, la angiogénesis tumoral cumple un rol
importante, que consiste en la formacion de vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes, a traves

de brotes o intususcepciones, permitiendo una progresion tumoral en cuanto a tamafio y metastasis (20.23),

La formacion de nuevos capilares se lleva a cabo en cuatro fases; primero existe un estimulo angiogénico sobre
las células endoteliales de los vasos sanguineos y protedlisis de la membrana basal; segundo, una migracion de
estas células activadas hacia la matriz extracelular circundante; tercero, una proliferacion de estas células
endoteliales; y cuarto, un ensamblaje de las células endoteliales en capilares. Finalmente los pericitos migran hacia
los nuevos capilares y envuelven la pared externa de los nuevos vasos, dandoles mayor resistencia y madurez

funcional (21,

La angiogénesis estd regulada por factores de crecimiento que son especificos para la proliferacion y
diferenciacion de las células endoteliales, siendo el mas importante el factor de crecimiento endotelio vascular
(VEGF) @1, aunque, nuestro grupo de investigacion, ha demostrado que otro factor importante en el COE es el
Factor de Crecimiento Nervioso (NGF), ya que éste induce la expresion de VEGF, un potente mitdgeno de células
endoteliales micro y macro vasculares derivadas de vasos sanguineos Y linfaticos, pero que carece de actividad

mitogénica en otros tipos celulares @)

También, se ha encontrado que VEGF promueve la angiogénesis en modelos in vitro, induciendo a células
endoteliales confluentes para invadir geles de colageno y formar estructuras semejantes a capilares (22, El gen de

VEGF codifica para cinco isoformas proteicas a traves de splicing alternativo: VEGF 121, 145, 165, 189 y 206, de
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las cuales en ovario se expresan las isoformas 121, 165y 189 @) La isoforma 121 es secretada desde la célula, a
diferencia de la isoforma 165 que es parcialmente retenida en la superficie celular, mientras que el resto de las
isoformas no son secretadas (2. También se han identificado dos receptores de tirosina quinasa de alta afinidad
para VEGF, los receptores Flt-1 y KDR. Ambos tienen siete dominios semejantes a inmunoglobulinas en la parte
extracelular, un dominio transmembrana y un dominio intracelular que es una secuencia de consenso tirosina

quinasa @),

Una vez que VEGF se ha unido a su receptor se transmiten sefales intracelulares via MAP quinasas que resultan
en un aumento de la proliferacion y de la migracion de las células endoteliales y una disminucion de la apoptosis
celular, consecuencia de la activacion de la PI3K/Akt y aumento en Bcl-2. Por otro lado, VEGF disminuye la
adhesion de las células endoteliales a la pared celular, mecanismo que facilita la separacion y migracion, que es
necesaria para iniciar la angiogénesis. Ademas VEGF cumple las funciones de aumentar la permeabilidad vascular
induciendo edema y la acumulacion de proteinas que participan en la adhesion celular. También VEGF facilita la
migracion leucocitaria, por lo cual este factor es un agente pro-angiogénico y pro-inflamatorio. Cabe destacar que
el principal factor regulador de la sintesis y secrecion del VEGF es la hipoxia de los tejidos, causada por procesos

tan diferentes como la obstruccion arterial o durante la formacion y metastasis tumoral (23,

Por otra parte, estudios de hibridizacién in situ han demostrado que el mMRNA de VEGF esta sobre-expresado en la
mayoria de los tumores, incluido el ovario. Ademés se ha encontrado una correlacion entre la expresion de mRNA
de VEGF vy la vascularidad del tumor (22, Por otro lado, se ha encontrado una elevada expresion de mRNA de
VEGF en tumores primarios y metastasicos de ovario, por lo que se cree que existiria una correlacion entre sobre

expresion de VEGF y prondstico en pacientes con carcinoma ovarico (23),
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Al mismo tiempo, un importante rol en la angiogénesis se le ha concedido a NGF, tanto de forma directa en las
células endoteliales como indirecta en las células epiteliales 4. En un estudio en ratas recién nacidas, tratadas
con NGF, se demostr6 que NGF al unirse con su receptor TrkA tiene un rol indirecto al estimular la
inmunorreactividad del VEGF en neuronas de ganglio cervical superior de estos animales @5, También se ha
encontrado que en ovario de rata, NGF incrementa la expresion de VEGF y el area de vasos sanguineos (22.24),
Respecto al rol directo de NGF sobre la angiogénesis, se ha reportado que esta neurotrofina estimula la invasion
celular y la formacion de vasos sanguineos mediante un aumento en la expresion de la metaloproteinasa de la

matriz extracelular 2 (MMP-2) en células endoteliales de la vena umbilical humana (HUVEC) (26.27),

En otro estudio, se ha determinado que NGF, en cultivos de explantes de COE, logra aumentar tanto la expresion
génica de tres isoformas de VEGF (121, 165 y 189) como la expresion proteica, en forma dosis dependiente. Este
efecto fue inhibido por inmunobloqueo de NGF y mediante la utilizacion de un inhibidor de receptores de tirosina
quinasa (K252a) ©). Ademas se ha reportado una sobre expresion del mRNA de trkA en cancer de ovario en
relacion a ovarios normales, mientras que el aumento en los niveles de mMRNA para NGF es menos importante en
COE con respecto a los ovarios normales (8. A su vez se encontraron niveles proteicos muy reducidos o casi
ausentes de NGF y trkA en células del ESO en ovarios normales, mientras que estas proteinas se expresaron en

altos niveles en células epiteliales de COE (3.28),
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ADAM-17 / TACE Y CANCER

ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease) son un grupo de enzimas unidas a la membrana plasmatica de las
celulas, que por un proceso denominado “shedding” (corte), son capaces de liberar una gran cantidad de
proteinas, lo que las hace ser consideradas como moduladores cruciales de procesos fisioldgicos y patologicos,
tales como fusion entre células, adhesion y sefializacion intracelular. Su participacion funcional ha sido descrita en:
1.- la unién y fusion del espermatozoide al dvulo, 2.- invasion y degradacion de la matriz del trofoblasto durante el
embarazo, 3.- angiogénesis y neovascularizacion. Clinicamente, estan implicados en el céncer, inflamacion,
neurodegeneracion y fibrosis, a través de la induccion de la apoptosis, Fas-Ligando, citoquinas y factores de
crecimiento “49). Aunque, cabe destacar, que no sélo los miembros de la familia ADAM estan implicados en el
shedding de ectodominios de proteinas, también metaloproteasas de matriz extracelular ancladas a membrana

plasmatica (MT-MMP) juegan un papel en este proceso (29).

En 1997, un integrante de esta familia, ADAM-17 o TACE (Tumor necrosis factor-a converting enzyme) se
identifico como la metaloproteasa responsable del corte del ectodominio de TNF-a (30.31), Posteriormente se ha
podido ir identificando el degradoma o sustratos en que ejerce accion, destacandose entre ellos factores de
crecimientos, citoquinas, receptores de neurotrofinas, receptores con actividad tirosina quinasa y moléculas de
adhesion celular, como por ejemplo: ProTNF-a, ProTGF-a, p75 TNF-a RIl, p55 TNF-a y P75 NTR (29), A su vez,
ADAM-17 ha demostrado ser la proteina que corta la mayoria de los ligandos del receptor del Factor de
Crecimiento Epidermal (EGFR) y se sabe que su actividad puede ser estimulada externamente por receptores

asociados a proteinas G (GPCRs) para inducir el corte de ligandos en la superficie celular “).

Como ocurre con los integrantes de la familia ADAM, ADAM-17 es una proteina de tipo | (con la region amino-

terminal en la zona extracelular/intraluminal) que contiene los siguientes dominios identificables: péptido sefial,
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prodominio, dominio catalitico 0 metaloproteasa, dominio desintegrina, dominio rico en cisteinas, dominio tipo
factor de crecimiento epidérmico (EGF-like), dominio transmembrana y dominio citosolico ©2, como se puede

apreciar, de forma esquematica, en la Figura 1.

Cleavage by
prohormane Cysteine-rich
Canvertasa Metalloprotease Disintegrin EGFdike Cytosolic

*__,?? ey 1 &
sis
A Membrane

Signal Peptide

Pro domain

Figura 1. Estructura en dominios de una metaloproteasa tipica de la familia ADAM @2,

Se sabe que, de todos los integrantes de la familia ADAM, ADAM-10 es la que comparte una mayor homologia de
secuencia con ADAM-17 y en relacion a la regulacion de la expresion de ADAM-17 @9), originalmente, su ARN
mensajero (ARNm) se encontré en una gran variedad de tejidos distintos, sugiriendo que su gen se expresaba de
manera ubicua y constitutiva 9. No obstante, dependiendo del estado del desarrollo, se hallaron diferencias
sustanciales en los niveles de su ARNm. En tejido adulto se detectaron niveles altos de ARNm en corazdn,
placenta, musculo esquelético, pancreas, bazo, timo, prostata, testiculos, ovarios e intestino delgado, mientras que
en tejido fetal se detectaron niveles altos en cerebro, pulmon e higado @0, Posteriormente, diversos estudios han
demostrado que los niveles de ARNm de ADAM-17 no son constantes y su expresion varia en distintas situaciones
patoldgicas como la osteoartritis, la artritis reumatica, el infarto agudo de miocardio o el cancer de mama (32),
Ademas, ciertos compuestos tales como citoquinas, factores de crecimiento o ésteres de forbol pueden modular la
expresion de TACE en algunas lineas celulares 29 Cabe destacar, que la delecion en el dominio catalitico de la
metaloproteasa ADAM-17, en ratones knock-out, produce letalidad perinatal, demostrando la importancia de la
actividad de ADAM-17 en el desarrollo in vivo 33),
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En relacion al cancer, estudios han demostrado que ADAM-17 es el que se expresa con mayor frecuencia dentro
de los integrantes de la familia ADAM, tanto como en otras enfermedades. Se ha encontrado en lineas celulares de
COE (SKOV-3, OVCAR-3, OVCAR-5, A2780, IGROV-I, A2774, OC315, OC136 y OC314) y en tejidos de cancer de
préstata, pulmon, mama y ovario (43536), Asimismo, se ha demostrado (in-vitro) en células de COE, que moléculas
de adhesion celular activadas por leucocitos (ALCAM), que son expresadas y juegan un rol importante en la
biologia de tumores, son cortadas por ADAM-17, generando que el dominio extracelular de ALCAM quede soluble
en el extra celular y los dominios restantes se internalicen, estimulando la motilidad de células de COE, pudiendo

ser un proceso relevante en el potencial invasivo de COE ¢4,

Ademaés, el rol de ADAM-17, y de otros integrantes de su familia, principalmente en enfermedades inflamatorias,
fibrosis, neurodegeneracion y cancer, juega un rol critico sobre mediadores de estos procesos, por lo cual, el
potencial terapéutico de éstas proteinas podria ser realmente importante, ya que estudios previos han detectado
que existe una aumento en la expresion de ADAM-17 en tumores mamarios de alto grado de diferenciacion, versus
los de bajo grado ). Ademas, resultados de experimentos in vitro sefialan que la inhibicién selectiva de miembros
de la familia ADAM, como por ejemplo la inhibicion combinada de ADAM-17 y ADAM-10, detiene la proliferacion
celular e invasion en células tumorales ©). Por otra parte, la inhibicion de integrantes de la familia ADAM en
conjunto con la administracion de otros farmacos, han demostrado tener buenos resultados en tratamientos de

cancer mamario ©).

Por lo tanto, segun lo descrito en literatura y estudios previos de nuestro laboratorio, este estudio apunta a la

deteccion de ADAM-17 como un posible marcador en COE, evaluando su expresion, en la transformacion del

epitelio del tejido ovarico, desde ovario normal hasta Cancer Ovarico Epitelial.
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HIPOTESIS

ADAM-17 aumenta su expresion en muestras de Cancer Ovarico Epitelial, cumpliendo un rol en la transformacién

del epitelio en tejido ovérico, desde ovario normal hasta Cancer Ovarico Epitelial.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de mRNA y proteina de ADAM-17 y su localizacion celular en muestras de tejido ovérico
inactivo, tumor benigno, tumor borderline y Cancer Ovarico Epitelial altamente diferenciado (COE 1),

moderadamente diferenciado (COE Il) y pobremente diferenciado (COE IIl).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la localizacion proteica de ADAM-17 en muestras de ovario inactivo, tumor benigno, tumor

borderline y Cancer Ovarico Epitelial (grado I, Il'y Il de diferenciacion histoldgica).

2. Determinar los niveles de mRNA y proteina de ADAM-17 en las diferentes muestras de tejido ovarico

descritas para este estudio.

3. Correlacionar los niveles de proteina de ADAM-17 con los de VEGF, NGF, trkA y trkA-p, en las diferentes
muestras de tejido ovarico descritas para este estudio, cuyos resultados han sido obtenidos previamente en

nuestro grupo de trabajo.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizd en el Laboratorio de Endocrinologia y Biologia Reproductiva del Departamento de Obstetricia
y Ginecologia, perteneciente a la Facultad de Medicina del Hospital Clinico Universidad de Chile J.J. Aguirre,
ubicado en calle Santos Dumont #999, comuna de Independencia, en Santiago de Chile. El financiamiento de este

estudio se desarroll6 en el marco del proyecto FONDECYT 1071036 y 1110372.
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OBTENCION DE MUESTRAS DE TEJIDOS

Las muestras de tejido ovarico humano, incluidas en parafina, fueron obtenidas del Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Clinico Universidad de Chile J.J. Aguirre. Previo a la obtencion de las muestras, las
pacientes debieron firmar un Consentimiento Escrito, aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico

Universidad de Chile J.J. Aguirre.

Para este estudio se consideraron seis grupos de diferentes muestras de tejido ovarico, tal como se observa en la

Figura 2 que se describe a continuacion:

COE

Figura 2. Microfotografias de muestras de tejido ovarico. OVI Ovario Inactivo, TB Tumor Benigno, TBL
Tumor Borderline, COE | Cancer Ovérico Epitelial tipo I, [l Cancer Ovarico Epitelial tipo I, Ill Cancer
Ovérico Epitelial tipo I1I. (400x). Barra amarilla corresponde a 50 micrones.
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1) Ovario Inactivo (OVI): Ovario de mujeres menopausicas 0 pos-menopausicas, con uno 0 mas quistes de

inclusion rodeados por una monocapa de células epiteliales.

2) Tumor Ovarico Benigno (TB): Quiste de inclusion con un diametro mayor a 1 c¢cm. y rodeado por una

monocapa de células epiteliales.

3) Tumor Ovarico Borderline (TBL): Monocapa de células epiteliales que ha proliferado y se observa como un

epitelio pseudoestratificado con atipia celular leve a moderada.

4) Cancer Ovérico Epitelial tipo | (COE I) o Bien Diferenciado: Estructuras papilares irregulares con malignidad

celular, epitelio pseudoestratificado y algunos focos de invasion de mas de 3 mm.

5) Cancer Ovarico Epitelial tipo I (COE II) o Moderadamente Diferenciado: Disminucion de las estructuras

papilares por presencia de zonas indiferenciadas, con mucha atipia nuclear y mayores focos de invasion.

6) Cancer Ovérico Epitelial tipo I1l (COE Ill) o Pobremente Diferenciado: Masa solida indiferenciada, con evidente

pleomorfismo celular y nuclear, y con muchos focos de invasion.

Las muestras obtenidas de ovarios inactivos correspondieron a pacientes sometidas a histerectomia con

ooforectomia por patologias no ovaricas. El resto se obtuvo mediante histerectomia con ooforectomia, pos-

diagnostico de tumor o cancer ovarico.
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DISENO EXPERIMENTAL: Estudio observacional retrospectivo

Tal como se muestra en la Figura 3, a partir de biopsias, las muestras se separaron dos grupos: Un trozo fue fijado
e incluido en parafina y el otro fue congelado en nitrégeno liquido hasta su procesamiento. De las muestras de
tejido ovarico incluidas en parafina se obtuvo cortes de 5 pm de espesor, para el analisis de morfologia con la
tincion de hematoxilina—eosina y para la evaluacion de la expresion proteica de ADAM-17 por inmunohistoquimica.
De las muestras de tejido ovarico almacenadas a -80°C se determind los niveles de expresion génica de ADAM-17
a través de RT-PCR convencional. Los niveles obtenidos fueron correlacionados con otros estudios de nuestro

grupo de trabajo.

Biopsia Owarica

OVILTB, TBEL, COE L 11,111

i

Tejide Zonesclado
1 bt
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Figura 3. Disefio Experimental. OVI Ovario Inactivo, TB Tumor Benigno, TBL Tumor
Borderline, COE | Cancer Ovérico Epitelial tipo I, Il Cancer Ovérico Epitelial tipo II, Il Cancer
Ovérico Epitelial tipo Ill, IHQ Inmunohistoquimica, RT-PCR Reaccion de Polimerizacion en
Cadena de DNA complementario.
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Deteccion de ADAM-17 por Inmunohistoguimica (IHQ) en muestras ovario.

Este estudio se realiz6 con el objetivo de identificar la localizacion y semi-cuantificacion de la proteina ADAM-17 en
las diferentes muestras de tejido ovarico humano: ovario normal inactivo, tumores benignos del ovario, tumores
borderline y Cancer Ovérico Epitelial bien diferenciado (COE-I) moderadamente diferenciado (COE-Il) y
pobremente diferenciado (COE-IIl). Se utilizd un anticuerpo TACE H-300: sc-13973. Sta. Cruz Biotechnology, Inc.

en una dilucion de 1:500.

La técnica se realizé en cortes de tejidos previamente incluidos en parafina. Dichos cortes tuvieron un espesor de 5
pm, y fueron desparafinados en Xilol y posteriromente hidratados en concentraciones decrecientes de alcohol.
Para la recuperacion antigénica, las muestras se incubaron en buffer citrato 10 mM a pH 6.0, a 96-98°C por 20
minutos. Posteriormente, para bloquear la accién de peroxidasas endogenas, los tejidos fueron tratados con
perdxido de hidrogeno al 3% en agua destilada por 15 minutos. Para evitar las uniones inespecificas, las muestras
se incubaron por 10 minutos con el bloqueador especifico del kit Invitrogen (Histostain® SP - Ref 95-9943B) y
posteriormente las muestras fueron incubadas con el anticuerpo primario. Dicha incubacion se realiz6 a 4°C por 20
horas. Luego se incubd con el segundo anticuerpo biotinilado del kit Invitrogen por 20 minutos y, posteriormente,
las muestras fueron incubadas con Estreptavidina del kit Invitrogen, marcada con peroxidasa, por 20 minutos a
temperatura ambiente. Se utilizd como sustrato final de la reaccion, el cromogeno diaminobencidina durante 40
segundos, por lo que la tincidn positiva fue de color café. Los tejidos pasaron por la bateria de contra-tincion,
Hematoxilina durante 2 minutos, seguido por una sumersion en Borato y posteriormente en Alcohol Acido al 0,75%,
para poder evidenciar los ntcleos de color azul. Cada estudio cont6 con su control negativo al cual no se le agrego
el primer anticuerpo. Al finalizar cada placa fue deshidratada en concentraciones crecientes de alcohol y en Xilol y

fueron montadas en cubre-objeto para su evaluacion. La evaluacién de las placas se realiz6 en un microscopio
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Olympus modelo BX51TF. Se obtuvieron las microfotografias y se realizé la semi-cuantificacion a través de tres

métodos independientes entre si, con el fin de respaldar los resultados obtenidos:

1) H-Score. La evaluacién de las placas se llevd a cabo por tres observadores independientes y ciegos a la
categoria de la muestra. Cada seccion del tejido analizado se dividio en cuatro cuadrantes. En cada uno de ellos
se contaron 250 células epiteliales, dando un total de 1000 células epiteliales por muestra, asignéndoles distintas
intensidades de tincion (i):0- sin tincion; 1- tincion leve; 2- tincion moderada; 3- tincion intensa. Para el célculo de la
intensidad de tincion de cada compartimiento se aplicé la siguiente formula de H-Score (HS), validada en nuestro
laboratorio: HS= S % células tefiidas x (i+1)/100. Se obtuvo un promedio por tejido y posteriormente un promedio

por grupo, segun la clasificacion considerada.

2) 10D. Cada seccion del tejido analizado se dividid en seis cuadrantes, donde en cada uno de ellos se midio la
intensidad 6ptica integrada de la tincién positiva, a través del programa computacional Image-Pro Plus 6.2, como
se aprecia en la Figura 4. Se obtuvo un promedio por tejido y posteriormente un promedio por grupo, seguin la

clasificacion considerada.
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Figura 4. Tejido ovarico analizado con programa computacional Image-Pro
Plus 6.2. Medicién: 10D de la tincién positiva correspondiente al color rojo.
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3) Porcentaje de celulas positivas. La evaluacion de las placas se llevd a cabo por tres observadores
independientes y ciegos a la categoria de la muestra. Cada seccion del tejido analizado se dividié en cuatro
cuadrantes. En cada uno de ellos se contaron 250 células epiteliales, dando un total de 1000 celulas epiteliales por
muestra, asignandoles distintas intensidades de tincion (i):0- sin tincion; 1- tincion leve; 2- tincion moderada; 3-
tincion intensa. Para calcular el porcentaje de células con tincion positiva se sumaron los porcentajes de las

intensidades 2 + 3.
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Determinacion de los niveles de mRNA de ADAM-17 por RT-PCR Convencional

Este estudio se realiz6 con el objetivo de caracterizar los niveles de mRNA de ADAM-17 en las diferentes muestras
de tejido ovérico descritas para este estudio. La técnica de extraccion de RNA se realiz a partir de tejidos
congelados, utilizando aproximadamente 100 mg de tejido. Se les agrego Trizol (Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA) para homogeneizarlos, cloroformo para eliminar las trazas de fenol, y se incubé durante 15 minutos
para luego ser centrifugado a 16.000 g por 15 minutos a 4°C. A continuacion se extrajo 300-500 pl de la fase
acuosa, donde se encuentra el RNA, luego se agreg6 el mismo volumen de isopropanol, y se incubd toda la noche
a -20°C, para precipitar el RNA. Posteriormente se centrifug6 a 16.000 g por 15 minutos a 4°C. El pellet resultante

se lavo con etanol al 75% y se re-suspendio en HZODEPC. La concentracion y pureza del RNA, fueron medidas en

un espectrofotdmetro a 260 y 280 nm. EI DNA complementario (cDNA) fue sintetizado en una mezcla de reaccion
de 20 pl, utilizando 5 pg de RNA total, dNTPs 10 mM, Random Primers (500 ug/ml, Madison, WI, USA) y un

volumen de HZO necesario para completar 10,5 pl. Esta mezcla se calentd por 5 minutos a 65°C y se dejo enfriar

otros 5 minutos en hielo. Posteriormente, se le agregd Buffer 5X first strand, DTT 0,1 M, RNAsa OUT 40 U/ul, y la
enzima Superscript Il (Invitrogen, 200 U/ul), se incub6 10 minutos a 25°C y luego 50 minutos a 42°C. EIl cDNA fue

amplificado en una mezcla de reaccion de 25 pL, utilizando 5 pl de Buffer 5X, 2 pl de MgCI2 50mM, 1 plde dNTPs

10Mm, 0,2 pl de DNA polimerasa (Promega, 5U/ul), 1,5 ul de partidores sense y antisense de Adam-17 (15 pmol),

1 yl de partidores sense y antisense de b actina (1 pmol), un volumen de HZO necesario para llegara 24 ply 1 pL

de cDNA. Los partidores especificos para el gen ADAM-17 @7 y b actina y su respectivo programa de PCR se
resumen en las Tablas 1 y 2 respectivamente. Como control de carga (gen constitutivo) se utilizé b actina. Los
productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 2%, para validar el tamafio predicho de las bandas
del amplificado, se utilizd un estandar de peso molecular. Los geles fueron visualizados bajo luz ultravioleta,
fotografiados y analizados con un programa de densitometria UV Transilluminator UVP con Doc-it Software Image
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Acquisition and 1 D Analysis (UVP, Inc. Laboratory Products, Upland, CA, USA). Como control negativo del PCR,
se utiliz6 agua estéril (ausencia de cDNA), y como control positivo del PCR, se utilizo cDNA de células HOSE
(Células epiteliales de la superficie del ovario humano), ya que en estudios previos realizados en nuestro
laboratorio se ha descrito la presencia de ADAM-17 en esta linea celular. La semicuantificacion de los niveles de

MRNA se realizd a través del programa computacional UN-SCAN-IT gel 4.1 (Silo Scientific Corporation).

Tabla 1. Partidores especificos para la amplificacion por PCR de ADAM-17 y b actina.

Gen - Partidores - Producto
ADAM-17 Sense; 5-GTTGGTGAGCCTGACTCTA-3' 513 pb

Antisense: 5-CCTCTTGTGGAGACTTGAG-3'

b-ACTINA Sense:5-TGACCGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA-3 661 pb
Antisense:5-CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG-3'

Tabla 2. Programa de PCR para gen ADAM-17

Gen Desnaturacion Annealing Extension Ciclos
ADAM-17 940C, 45” 60°C, 45" 72°C, 1 28
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ANALISIS ESTADISTICO

El célculo del tamafio muestral (n) para este estudio, se realizé utilizando la formula de comparacion de medias:
n=2(Za +Zp)? S2/d?, asumiendo un a de 0,05, un  de 0,20, una desviacion estandar de 0,16 y una diferencia

entre las medias de un 25 %.

A partir de un total de siete muestras por cada grupo de estudio considerado, los resultados fueron expresados
como Promedio £ Error Estandar de la Media (EEM). Para el andlisis estadistico se utilizé el programa Graph Pad
5.0. En cada andlisis, se realizo el test de normalidad Kolmogorov—-Smirnov con el objetivo de conocer la
distribucion de los datos. En los datos obtenidos con distribucion paramétrica, se realiz6 el test de Analisis de
Varianza (ANOVA), para conocer la existencia de diferencias significativas, y finalmente se utilizo el post test de
comparacion multiple Tukey, para identificar entre cuales grupos existen diferencias significativas. Para la
Correlacion de datos, se asumid un test Spearman no parametrico, con intervalo de confianza de un 95%. Como

criterio de significancia para este analisis se consideré un p < 0,05.
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RESULTADOS

Objetivo 1. Determinar la localizacion proteica de ADAM-17 en muestras de ovario inactivo, tumor benigno, tumor

borderline y Cancer Ovarico Epitelial (grado I, Il y Ill de diferenciacion histol6gica) por Inmunohistoquimica

1) Evaluacion de la inmunodeteccion de ADAM-17 en tejidos de ovario humano.

En todas las muestras de ovario de los distintos grupos en estudio, la inmunodeteccion de la proteina
ADAM-17 se observd mayoritariamente en epitelio ovarico, generalmente de forma homogénea, en el
citoplasma de células epiteliales. En la Figura 5 se observa la inmunodeteccion de ADAM-17
representativa de las muestras de COE I. En cambio, la tincion positiva en el estroma ovarico fue de forma

heterogénea, en comparacion a la tincién del epitelio. Es importante destacar que el anticuerpo utilizado

esta disefiado tanto para detectar la proteina ADAM-17 como la proteina precursora.

Figura 5. Inmunodeteccion de ADAM-17 en citoplasma de células epiteliales en tejidos ovaricos. A y B. (400X). C. (1000X). D. Control
negativo (400X). Barras amarillas corresponden a 50 micrones.
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1.1) Inmunodeteccion de ADAM-17 en ovario inactivo.

En las muestras de ovarios inactivos se observa tincion positiva tanto en epitelio de la superficie ovérica,
como en epitelios de invaginaciones y quistes de inclusion, como se aprecia en las microfotografias
representativas de las IHQ de muestras de tejidos ovaricos inactivos en la Figura 6. Cabe destacar, que el
epitelio de la superficie del ovario (OSE) es una capa celular muy I&bil y debido al corte del tejido y a las
distintas etapas que se realizan durante la técnica de inmunohistoquimica, la capa del OSE normalmente
se pierde; por esta razdn, en ovarios normales inactivos es mas facil encontrar células epiteliales en

invaginaciones y quistes de inclusion.

Figura 6. Inmunodeteccion de ADAM-17 en tejidos de OVI. A. Epitelio de
superficie (400x). B. Epitelio de invaginacién (400x). C. Epitelio de quiste de
inclusion (400x). D. Epitelio de superficie (1000x). E. Control negativo (400X).
Barras amarillas corresponden a 50 micrones.
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1.2) Inmunodeteccién de ADAM-17 en tumores benignos del ovario.

La Figura 7 muestra microfotografias representativas de la inmunodeteccién de ADAM-17, principalmente en el
epitelio de muestras de tumores benignos del ovario (TB). En el panel A, la flecha blanca sefiala la zona del
epitelio superficial del ovario, donde se ha perdido la caracteristica de la monocapa de este tipo celular,

observandose que el epitelio estéd proliferando. En el panel B, la flecha blanca sefiala la zona del quiste de

inclusion, donde se ha perdido la caracteristica monocapa de este tipo celular.

Figura 7. Inmunodetecciéon de ADAM-17 en tejidos ovaricos de TB. A. Epitelio de superficie (400x). B. Quiste de inclusién
(400x). C. Epitelio de superficie (1000x). D. Control negativo (400x). Barras amarillas corresponden a 50 micrones.
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1.3) Inmunodeteccion de ADAM-17 en tumores borderlines del ovario.

Las microfotografias con inmunodeteccion de ADAM-17, representativas de los Tumores Borderline del ovario
(TBL) se muestran en la Figura 8. La inmunodeteccion se observa principalmente en el epitelio, el cual ha
proliferado, cambiando a un epitelio pseudoestratificado. En el estroma ovarico la inmunodeteccion es leve e
irregular. En el panel A, la flecha blanca sefiala el epitelio pseudoestratificado. En el panel B, la flecha blanca

sefiala el estroma ovarico.

Figura 8. Inmunodeteccion de ADAM-17 en tejidos ovaricos de TBL. A. Epitelio de superficie pseudoestratificado (400x). B.
Estroma (400x). C. de superficie pseudoestratificado (1000x). D. Control negativo (400x). Barras amarillas corresponden a 50
micrones.
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1.4) Inmunodeteccion de ADAM-17 en Cancer Ovarico Epitelial

Las microfotografias con inmunodeteccion de ADAM-17, representativas de COE |, Il y I, se muestran en la
Figura 9, donde se aprecia mayor inmunodeteccion en relacion a las muestras representativas de los grupos

anteriores. La inmunodeteccion casi en su totalidad es en epitelio y de forma homogénea.

Figura 9. Inmunodeteccién de ADAM-17 en muestras de Cancer Ovarico Epitelial. A. Inmunodeteccion de ADAM-17 en
epitelio de COE | (400x). B. Inmunodeteccién de ADAM-17 en epitelio de COE Il (400x). C. Inmunodeteccion de ADAM-17
en epitelio de COE Il (400x). D. Control negativo COE | (400x). E. Inmunodeteccion de ADAM-17 en epitelio de COE |
(1000x). F. Inmunodeteccién de ADAM-17 en epitelio de COE Il (1000x). G. Inmunodeteccién de ADAM-17 en epitelio de
COE IIl (1000x). Barras amarillas corresponden a 50 micrones.
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2.1) Semicuantificacion de la inmunodeteccion de ADAM-17 en muestras de ovarios.

Existe una tendencia a aumentar la inmunodeteccion de ADAM-17, tanto en intensidad como &rea, a medida que
aumenta la transformacion del epitelio, perdiendo la diferenciacion celular, desde OVI a COE, encontrando
diferencias estadisticamente significativas (* = p < 0,05) entre OVI versus COE Il y COEIll, como se aprecia a
través del método H-Score en la Tabla 1y Figura 10. Ademads, en la Figura 11, se puede apreciar un cuadro
comparativo de tres métodos diferentes de semicuantificacion de la inmunodeteccion de ADAM-17, con la finalidad

de respaldar los datos obtenidos.

Semicuantificacion de la inmunodeteccion de
ADAM-17 en muestras de ovarios

ovl 2.24 +0.36 12 43.5%
B 3.22+0.21 17.8%
TBL 3.27+0.13 10.9%
COE| 3.44 +0.06 5.2%
COE Il 3.80+0.091 6.4%
COE Il 3.57+£0.092 7.3%

Tabla 1. Semicuantificacion de la inmunodeteccion de ADAM-17, a
través del método H-Score, en siete muestras por cada grupo de
estudio, donde se observa el promedio £ ESM. (*y2=p <0,05)y el
Coef. de Variacion (%).
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Figura 10. Semicuantificacion de la inmunodeteccion de
ADAM-17 en siete muestras por cada grupo de estudio,
donde se observa el promedio £ ESM.(* = p < 0,05).
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Cuadro comparativo de tres metodologias diferentes de semicuantificacion de la
inmunodeteccion ADAM-17 en muestras de ovarios
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Figura 11. Cuadro comparativo, de tres metodos diferentes de semicuantificacion de la inmunodeteccion de ADAM-
17 en siete muestras por cada grupo de estudio, donde se observa el promedio £ ESM. (* = p < 0,05). A. Método
H-Score. B. Método IOD y C. Método Porcentaje de células positivas.
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2.2) Semicuantificacion de los niveles de mMRNA de ADAM-17 en muestras de ovarios.

En todos los grupos de tejidos ovaricos evaluados se detectd el mMRNA de ADAM-17. Desde el grupo OVI hasta
COE II, se aprecia un aumento gradual para los niveles de mMRNA de ADAM-17, a excepcion del grupo COE | en
que se observa una leve baja. Se aprecian diferencias estadisticamente significativas (* = p < 0,05) entre los
grupos OVI - COE Il'y TB - COE I, como se aprecia en las Figuras 12 y 13 y en la Tabla 2, donde los niveles de
mRNA de ADAM-17 fueron normalizados con los niveles de mRNA de B-actina y semicuantificados a través del

programa computacional UN-SCAN-IT gel 4.1.

Expresion de mRNA de ADAM-17

L (+)(-)OVITBTBL I II III

ADAM-17 (513ph)

o-acina. (s61pt) I el

Figura 12. Gel de agarosa representativo de los PCR de ADAM-17, donde se
aprecia en la parte superior, los niveles de mRNA de ADAM-17 y en la parte
inferior, los niveles de mRNA de {3 -Actina en muestras de ovarios.
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Semicuantificacion de los niveles de mRNA de
ADAM-17 en muestras de ovarios

GRUPOS PROMEDIO + ESM COEFICIENTE

)3 (mRNA ADAM- | DE VARIACION

ESTUDIO | 17/mRNA B-actina) (%)

ovl 0,38 + 0,06' 39,3 %
T8 0,39 + 0,04 2 31,2%
TBL 0,50 + 0,08 32.6%
COE | 0,50 + 0,06 22.1%
COE I 0,67 + 0,08 "2 30.1%
COE Il 0,65 + 0,05 19.5%

Tabla 2. Semicuantificacion de los niveles de mRNA de ADAM-17 en
muestras de ovarios, donde se observa el promedio £ ESM (*y2=p
<0,05) y el Coeficiente de Variacion (%).
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Figura 13. Semicuantificacion de los niveles de mRNA de
ADAM-17 en muestras de ovarios, donde se observa el
promedio + ESM, expresado en unidades arbitrarias
normalizados con los niveles de B-actina y representado por la
razon mMRNA ADAM-17/mRNA B-actina. (* = p < 0,05).
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Objetivo 3. Correlacionar los niveles de proteina de ADAM-17 con los de VEGF, NGF, trkA y trkA-p, en las
diferentes muestras de tejido ovarico descritas para este estudio, cuyos resultados han sido obtenidos previamente

en nuestro grupo de trabajo.

Los niveles proteicos de ADAM-17 evaluados con los niveles proteicos de VEGF, NGF, trkA y trkA-p, a traves del
método H-Score, en los grupos patoldgicos de este estudio, se encuentran asociados positivamente y de manera
directamente proporcional, con correlaciones estadisticamente significativa (p < 0,05), de ADAM-17 y VEGF de
0,4477, ADAM-17 y NGF de 0,3871, ADAM-17 y trkA de 0,4936 y ADAM-17 y trkA-p de 0,5557, como se observa

en la Figura 14.
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Figura 14. Relacion de los niveles proteicos de ADAM-17 con los niveles proteicos de VEGF, NGF, trkA y trkA-p,
en muestras de ovarios patologicos, donde en A se aprecia una correlacion de 0,4477* entre los niveles proteicos
de ADAM-17 y VEGF, en B una correlacion de 0,3871* entre los niveles proteicos de ADAM-17 y NGF, en C una
correlacion de 0,4936* entre los niveles proteicos de ADAM-17 y trkA y en D una correlacion de 0,5557* entre los
niveles proteicos de ADAM-17y trkA-p. (* = p < 0,05).
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RESUMEN DE RESULTADOS

1. Se observo inmunodeteccion de ADAM-17, predominantemente en epitelio ovarico, a nivel citoplasmatico,
en muestras de ovario inactivo, tumor benigno, tumor borderline y COE (grado I, Il y lll de diferenciacion

histoldgica).

2. ADAM-17 aumenta su expresion génica y proteica en muestras de COE, pudiendo estar involucrado en la

transformacion del epitelio en tejido ovarico, desde ovario normal hasta COE.

3. Los niveles proteicos de ADAM-17 con los de VEGF, NGF, trkA y trkA-p, que participan en la progresion

tumoral, se correlacionan positiva y significativamente en las diferentes muestras de tejido ovarico

descritas para este estudio.
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DISCUSION

Para resguardar el crecimiento celular normal, se requiere de un control estricto de los factores que promueven el
ciclo celular. Cuando esto no se logra, las diferentes moléculas y el entorno de estas, juegan un rol importante en

|la fisiopatologia del cancer en general (),

En este trabajo se encontré inmunodeteccion de ADAM-17 en todas las muestras de ovarios evaluadas,
observandose principalmente en el citoplasma del epitelio ovarico, de forma homogénea. Ademas, como el
anticuerpo utilizado esta disefiado tanto para detectar la proteina ADAM-17 como la proteina precursora, seria
interesante evaluar en estudios posteriores el trafico intracelular y la activacion de ADAM-17, con el fin de ver si

existen diferencias en los niveles de ADAM-17 en los diferentes tejidos evaluados en este estudio.

Como los niveles de RNAm y proteina de ADAM-17 aumentan en muestras de COE en comparacion a las
muestras de ovario normal en este estudio, también seria interesante evaluar en estudios posteriores la actividad
enzimatica de ADAM-17, ya que un aumento en los niveles proteicos de ADAM-17 no necesariamente indicaria un

aumento de la actividad enzimatica de esta proteina.

Debido a que los resultados obtenidos en esta tesis podrian sugerir que ADAM-17 estaria involucrado en la
transformacion del epitelio en tejido ovarico: desde ovario normal hasta COE; sin embargo, no es posible
considerar a ADAM-17 como molécula aislada y en un sistema cerrado; por lo cual, la interaccion con otras
moléculas y sus entornos, son importantes para evaluar un sistema bioldgico. Es asi, como fue necesario evaluar
correlaciones entre ADAM-17 y las proteinas que tienen importancia en la angiogénesis del cancer ovarico epitelial

como son: VEGF, NGF, trkA-total y trkA-p (resultados obtenidos previamente por nuestro grupo). Estos resultados
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mostraron correlaciones positivas; lo cual sugeriria que existe alguna relacion entre ADAM-17 y las proteinas

mencionadas en la fisiopatologia del cancer ovarico.

Interesantemente, la mayor correlacion encontrada fue entre ADAM-17 y TRKA-p, indicando una importante
relacion entre ambas proteinas. Esta relacion puede ser explicada y avalada, por estudios que evidencian que trkKA
es sensible a sufrir un clivaje proteolitico en la membrana celular ©8), delecion de su ectodominio, que genera
fragmentos activos, fosforilados constitutivamente en tirosina y participan en la via de transduccién de sefiales de
dicho receptor (9. Ademas, la correlacion entre ADAM-17 y VEGF, podria estar avalada por evidencias en la
literatura, ya que se ha encontrado que VEGF activa a ADAM-17, via MAPK/ERK, y, a su vez, potencia el corte de
su receptor VEGFR2 en células endoteliales 0. Considerando que una de las funciones principales de ADAM-17
es el clivaje de proteinas ancladas a la membrana y debido a que su expresion se encuentra aumentada en el
COE, podria facilitar el clivaje de moléculas y modular vias de sefializacion que estan involucradas en la
progresion de la enfermedad. Resultados preliminares de nuestro grupo, donde se examind la localizacion de TrkA
y ADAM-17 en una linea celular de COE por inmunofluorescencia, muestran que ambas proteinas (TrkA y ADAM-
17) estan localizadas de manera cercana en éstas células, al ser evaluadas por sobre posicion (merge) de ambas
inmunofluorescencias. Eventualmente, podriamos sugerir que ADAM-17, y tambien TrkA, puedan ser posibles

blancos terapeuticos para el COE.

Los marcadores tumorales, también conocidos como biomarcadores, son sustancias producidas por las células
tumorales o por otras células del cuerpo en respuesta al cancer o a ciertas afecciones benignas (no cancerosas).
Estas sustancias se pueden encontrar en muestras biologicas, tales como: sangre, orina y tejidos. Distintos
marcadores tumorales se encuentran en distintos tipos de cancer, y la concentracion de un marcador tumoral
especifico varia dependiendo del tipo de cancer ©1). Sin embargo, las concentraciones de los marcadores

tumorales no varian en todas las personas con cancer, especialmente si el cancer esta en una etapa temprana.
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Ademas, las concentraciones de algunos marcadores tumorales pueden variar en pacientes con enfermedades

benignas. Hasta la fecha, no se han encontrado marcadores especificos para cada tipo de cancer “2),

Es por esto, como habiamos postulado a ADAM-17 como un posible marcador tumoral y si bien, ADAM-17 cumple
varios de estos requisitos, los incrementos discretos en los niveles proteicos en las muestras de COE, sugieren
que ADAM-17 podria cumplir un rol en la transformacion del epitelio ovarico, aunque no permitiria considerarlo

como un marcador tumoral en COE por si solo.

Por ultimo, dentro de las proyecciones de esta tesis, sugeririan evaluar la expresion de ADAM-17 en otras
muestras biolégicas, tales como sangre, ya que esta proteina se expresa en algunas células sanguineas @9, en
busca de un marcador (til como prueba de deteccion temprana, esperando una mayor sensibilidad y especificidad,
ya que la mayoria de los marcadores tumorales no son lo suficientemente sensibles o especificos para detectar
tempranamente el cancer, como ocurre con el examen del marcador tumoral CA 125 para la deteccion de cancer
ovarico en mujeres con riesgo de esta patologia (). Actualmente, se esta evaluando si la medicion de CA 125,
junto con otras pruebas y examenes, ayudarian a detectar el cancer ovarico antes de que se presenten los
sintomas. Hasta ahora, la medicion de CA 125 no ha sido lo suficientemente sensible o especifica para que se use
como examen selectivo de deteccion de cancer de ovarios en todas las mujeres. EI CA 125 se usa, por lo general,
como un marcador para evaluar la respuesta al tratamiento y para evaluar la regresion del cancer ovarico “1. Es

por esto que, el CA125 sirve principalmente para el monitoreo de la terapia en cancer de ovario.

Se podria sugerir que, ADAM-17 y también TrkA, pudieran ser posibles blancos terapéuticos para el COE, ya que
la inhibicién de ADAM-17 podria disminuir la activacion de los receptores tirosina-quinasa, tales como TrkA. Asi
como también, la inhibicion parcial de este receptor (TrkA) o la inhibicion de la fosforilacion de este receptor

podrian inhibir la progresion del cancer o la aparicion de una metastasis. Ademas, la inhibicion de ADAM-17 con
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otros integrantes de su familia o en conjunto con medicamentos quimioterapéuticos podrian ser una alternativa

para potenciar el tratamiento de esta enfermedad.
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CONCLUSIONES

1. Debido a que la mayor correlacion encontrada fue entre ADAM-17 y trkA-p, sugiere una importante
relacion entre estas proteinas, podria sugerir que ADAM-17 participaria en el clivaje proteolitico de trkA en
la membrana celular, generando delecion de su ectodominio, con lo cual generaria fragmentos activos
constitutivamente, fosforilados en tirosina y que participarian activando la via de transduccion de sefiales

de dicho receptor.

2. Si bien los incrementos en los niveles de ADAM-17 son discretos, sugieren que ADAM-17 podria cumplir
un rol en la transformacion del epitelio ovarico, aunque no permitiria considerarlo como un marcador

tumoral en COE por si solo.
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