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RESUMEN

El receptor de alta afinidad de la neurotrofina NGF, TRKA, ha sido asociado con
distintos tipos de céancer, pudiendo encontrarse isoformas de este receptor. En el
cancer ovarico no se han descrito isoformas de este receptor, sin embargo, se ha
determinado un aumento de la forma activa de TRKA, relaciondndolo con una baja
sobrevida. En una linea celular de ovario de hamster chino, el ectodominio de TRKA
puede ser liberado mediante un corte proteolitico, quedando activado constitutivamente
un fragmento del receptor formado por los dominios intracelular y transmembrana. La
deteccion de este fragmento disminuye al expresar una forma inactiva de ADAM17

(una de las proteasas mas estudiadas de la familia de proteinas ADAMs).

Estos antecedentes llevaron a postular que en el cancer ovarico epitelial humano se
expresan isoformas del receptor TRKA, siendo una o mas de ellas, cortada por
ADAM17, resultando en la deteccion de una forma proteica fosforilada adicional del

receptor, constituida sélo por sus dominios intracelular y transmembrana.

Para lograr los objetivos de este trabajo se realizaron experimentos ex—vivo en
muestras de tejidos ovaricos humanos, con el fin de determinar la presencia de
transcritos e isoformas del receptor TRKA, ademas de los niveles proteicos de
ADAML17. También, se realizaron experimentos in-vitro con lineas celulares de ovario
humano, para evaluar las isoformas de TRKA que experimentan un corte por efecto de
ADAM17.

Resultados de este trabajo mostraron la presencia de tres transcritos del receptor
TRKA en ovario, con mayores niveles en muestras de cancer mas avanzado.
Detectamos tres isoformas de este receptor en muestras de ovario y, adicionalmente,
una isoforma de TRKA-p de 41kDa, cuyos niveles se encuentran aumentados en
muestras de cancer ovérico. Adicionalmente, encontramos mayores niveles proteicos
de ADAM17 en muestras de cancer ovarico avanzado, en comparacion con muestras
de tumores borderline. También se encontrd una correlacion positiva entre los niveles
proteicos de ADAM17 y de TRKA en cancer ovarico e, interesantemente, se observo
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una sobreposicion (“merge”) de las tinciones de ambas proteinas al realizar la

Inmunofluorescencia.

Nuestros resultados muestran por primera vez la presencia de tres transcritos e
isoformas de TRKA en ovario humano, ademas de una forma corta de TRKA-p (41
kDa), posiblemente producto de un corte proteolitico por la potencial accion de
ADAM17.

La presencia de una isoforma truncada fosforilada del receptor TRKA en cancer
ovarico epitelial tendria gran utilidad clinica, ya que podria servir como marcador

pronostico y como posible blanco terapéutico.

SUMMARY

TRKA is the high affinity receptor for the neurotrophin NGF. There are reports about
isoforms of this receptor, but so far none have been detected in ovary. Phosphorylated
TRKA receptor (p-TRKA) is highly expressed in epitelial ovarian cancer; nevertheless, it
is not known if TRKA is post-translationally processed to smaller molecular forms in
ovarian carcinoma. Earlier studies in cell lines have shown that TRKA is proteolytically
cleaved by the metalloprotease ADAM17, resulting in an isoform containing the

phosphorylated transmembrane and cytosolic domains of the receptor.

Therefore, the aim of this study was the detection of isoforms of TRKA receptor in
epithelial ovarian cancer, being one or more of them cleaved by ADAM17, resulting in
an additional phosphorylated form of TRKA, containing its transmembrane and cytosolic

domains.

We analyzed the TRKA mRNA and protein levels, as well as protein levels of
ADAM17, in human tissues. We also studied the cellular localization of these proteins in

human cell lines.
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Using PCR analysis, we found three transcripts of TRKA in ovary, with higher levels
in poorly differentiated epithelial ovarian cancer tissues. On the other hand, we found
three isoforms of the receptor, as well as an additional form of 41 kDa by Western blot;

with higher levels of these isoforms of TRKA in cancer samples.

When ADAM17 was evaluated in ovarian tissues by immunohistochemistry, we
found that this protein was mostly seen in epithelial cells, and a progressive increase in
protein abundance with the progression of epithelial ovarian cancer. We also found a
positive correlation between ADAM17 and TRKA protein levels in ovarian cancer, as

well as a merge between both proteins by immunofluorescence.

These results show for the first time the presence of isoforms of TRKA in ovary, as
well as an additional form of 41 kDa of the receptor Besides, ADAM17 and the different
isoforms of the TRKA receptor levels were found to be higher in more advanced stages
of the disease. Also, a positive correlation was found between ADAM17 and TRKA

receptor levels during different stages of ovarian cancer.

This additional phosphorylated form of the TRKA receptor found in ovarian cancer
tissues may be of great clinical significance, since it could be used as a new therapeutic

target.
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INTRODUCCION

Cancer ovarico

El ovario esta formado por una corteza externa y una médula interna. Rodeéndolo,
esta el epitelio de superficie del ovario (ESO), que en las mujeres maduras es una
monocapa de células mesoteliales de forma plana a cuboidal, que se encuentra
separada del estroma ovarico por una membrana basal (Fleming y cols., 2006;
Auersperg y cols., 2001). El cancer ovarico posee la mayor mortalidad de todas las
neoplasias ginecoldgicas en EE.UU., ocupando el quinto lugar en mortalidad de todos
los tipos de cancer que aquejan a las mujeres (Cancer statistics, 2011). En Chile, de
acuerdo a datos del Ministerio de Salud, el cancer de ovario ocupa el noveno lugar
entre las principales causas de muerte por cancer en la mujer, siendo, ademas, el
segundo en mortalidad de neoplasias ginecoldgicas, segun estadisticas del afio 2001

(Programa Nacional del Cancer, Ministerio de Salud).

Dado que los ovarios son un tejido formado por una gran variedad de componentes,
el cancer ovarico es grandemente heterogéneo, tanto a nivel celular como molecular.
Este tipo de cancer se puede desarrollar a partir de células germinales, células de la
granulosa o, mas cominmente, en mas de un 90% de los casos, a partir de las células
epiteliales que forman la superficie ovarica (Bast y cols., 2009). En este caso, a la
enfermedad se le denomina cancer ovarico epitelial o COE. Un factor preponderante
en que el carcinoma ovarico epitelial sea el cancer ginecolégico mas letal, es que dos
tercios de las pacientes son diagnosticadas cuando ya estan en estados avanzados de
la enfermedad, lo que hace que la sobrevida a los 5 afios sea de un 46% (Cancer
statistics, 2011). Ademas, la mayoria son inoperables cuando son descubiertos, y
poseen una mala respuesta a la terapia. No soélo ello, si no que los métodos
disponibles actualmente para la deteccién temprana de las pacientes no son lo

suficientemente confiables.

Aunque al cancer ovérico se le considera un asesino silencioso, mas del 80% de las
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pacientes presentan sintomas, incluso cuando la enfermedad aun esté limitada a los
ovarios (Goff y cols., 2000). Sélo un 11% de las pacientes que fueron diagnosticadas
en estados mas tempranos de la enfermedad, no presentaron sintomas antes de que
esta fuera detectada (Goff y cols., 2000). En cuanto a las mujeres con estados
avanzados de cancer ovarico, solo fue un 3%. El inconveniente se encuentra en que
los sintomas presentados son comunes a varios problemas gastrointestinales,
genitourinarios y ginecoldgicos, lo cual hace que no sean utiles como forma temprana
de diagnostico (Bast y cols., 2009; Goff y cols., 2000).

Luego de la ruptura de los foliculos maduros para liberar los oocitos, ocurre una
proliferacion de células epiteliales, como forma de reparar el dafio que se produjo en la
superficie ovarica (Bast y cols., 2009). La ovulacién, ademas, es importante en el
desarrollo de quistes de inclusion, a partir de los cuales también se origina una fraccion
importante de cancer ovarico. Es por ello, que los factores que aumentan el numero de
ciclos ovulatorios aumentan también el riesgo de desarrollar cancer ovarico (Bast y
cols., 2009). Ejemplo de esto son una edad temprana de menarquia, una menopausia
tardia e infertilidad. Por otra parte, los factores que disminuyen la ocurrencia de ciclos
ovulatorios disminuyen el riesgo de desarrollar cancer ovarico. Entre éstos se
encuentran los embarazos multiples, la lactancia prolongada y el uso de

anticonceptivos orales (Bast y cols., 2009).

Existen diversas hipétesis que buscan explicar el desarrollo del cancer ovarico

epitelial. Entre ellas estan:

- La ovulacion incesante, por los motivos expuestos anteriormente.

- Una elevada exposicion a gonadotrofinas. Esto produce un aumento en la
produccion de estrégenos de parte de las células del epitelio de la superficie ovarica

(Fleming y cols., 2006).

- Un exceso de estimulacion androgénica sobre el epitelio de la superficie ovérica

(Fleming y cols., 2006).

- Inflamacién local en los ovarios, lo que lleva a la producciéon de moléculas pro-
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inflamatorias y citoquinas, que inducen remodelamiento (Fleming y cols., 2006).

- Incapacidad de llevar a cabo la conversidon epitelio-mesénquima de células del
epitelio de la superficie ovarica, lo cual llevaria a agregacion de estas y formacién de
quistes (Auersperg y cols., 2001).

El cancer ovarico epitelial se puede clasificar de distintas formas, como segun el tipo
celular tumoral (Bast y cols., 2009), su progresion (Murdoch y McDonnel, 2002), o
segun su grado histologico de diferenciacion. En este Ultimo caso, se tiene la siguiente
clasificacion:

Cancer Ovérico Epitelial de grado | o COE | (bien diferenciado): se observan
estructuras papilares irregulares con malignidad celular, epitelio pseudoestratificado y

algunos focos de invasion.

Cancer Ovarico Epitelial de grado Il o COE Il (moderadamente diferenciado):
existe una disminuciéon de estructuras papilares, debido a la presencia de zonas

indiferenciadas. Se observan nicleos atipicos, y aumentan los focos de invasion.

Céancer Ovarico Epitelial de grado lll o COE Ill (pobremente diferenciado): se
encuentra una masa pobremente diferenciada, con pleomorfismo celular y nuclear, y

con bastantes focos de invasion (Oliva y cols., 2005).

A pesar de los avances en las terapias, el cancer ovarico sigue siendo el mas letal
de las malignidades ginecolégicas debido, principalmente, a que su diagnéstico es muy
tardio. Actualmente, tan solo el 20% de las pacientes son diagnosticadas cuando su
enfermedad aun esta limitada a los ovarios. La importancia del desarrollo de un método
de screening eficaz para la deteccién del cancer ovarico, es que en esta etapa hay
hasta un 90% de probabilidades de cura utilizando las terapias disponibles. Una vez
gue ya ha ocurrido la metastasis hacia los 6érganos pélvicos, abdomen o mas alla de la
cavidad peritoneal, la probabilidad de cura disminuye significativamente (Bast y cols.,
2009).
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De los marcadores séricos existentes para el cancer de ovario, la glicoproteina de
superficie CA125 es uno de los mas estudiados, aunque no posee la sensibilidad ni
especificidad para ser usado por si s6lo como un test de screening, al medirlo una
Unica vez (Bast y cols., 2009). Esto, ya que posee una sensibilidad estimada del 45% y
una especificidad del 93%, de 1 a 5 afios antes del diagnéstico, para mujeres de mas
de 50 afos (Bjgrge y cols., 2004). Aunque estos valores son adecuados, de todas
formas se hace necesario encontrar un marcador mas propicio para su uso clinico
(Palmer y cols., 2008). Hartge, 2010, encontr6 que los niveles sanguineos de los
marcadores estudiados, entre los cuales estaba CA125, no aumentaban lo
suficientemente temprano, presentando una sefial fuerte no antes de 1 afio antes de la
presentacion de los sintomas que hacian posible el diagnostico. Ese tiempo es
claramente insuficiente, puesto que para entonces ya muchos carcinomas presentan
una alta malignidad. Ademas, como solamente el 80% de los cancer ovaricos expresan
CA125, se necesitan marcadores adicionales para detectar los estados tempranos de
la enfermedad (Bast y cols., 2009). Se han hecho varios intentos por encontrar un
marcador que permita diagnosticar de forma suficientemente temprana a las pacientes
afectadas por cancer ovarico epitelial. Es asi, que en afios recientes se han lelvado a
cabo varios estudios de gendémica y proteémica, con el fin de buscar marcadores para
varias enfermedades, entre las cuales se encuentra el cancer ovarico, investigando
también el uso de combinaciones de ellos (Palmer y cols., 2008; Mor y cols., 2005). Un
problema que se ha encontrado en estas investigaciones, es que los marcadores
aumentan de forma importante s6lo desde un afio antes de que se presentan los
sintomas, momento en el cual el cancer ya ha alcanzado un grado de malignidad

importante (Hartge, 2010).

Neurotrofinas en el ovario

En cuanto al tejido ovéarico normal, las células del epitelio de la superficie ovarica
poseen numerosos receptores (Auersperg y cols., 2001). Ademas, el ovario expresa

las neurotrofinas NGF, BDNF, NT-3 y NT-4/5, asi como los receptores para cada una
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de ellas (p75, TRKA, TRKB y TRKC) (Dissen y cols., 2002). Tanto NGF como su
receptor de alta afinidad TRKA, se encuentran en las células de la granulosa de
foliculos pre-antrales y secundarios (Abir y cols., 2005; Salas y cols., 2006). NGF es
necesario para el desarrollo folicular temprano en los ovarios de mamiferos (Dissen y
cols., 2001). En células de la granulosa humanas, se ha visto que NGF induce
secrecién de estrégenos e inhibe la secrecidbn de progesterona, previniendo asi la
luteinizacion temprana. Ademas, aumenta la expresion de receptores para FSH (Salas
y cols., 2006). En células de la teca, NGF estimula la proliferacién celular antes de la

ruptura ovulatoria (Dissen y cols., 2000).

Aparte del rol de NGF y su receptor TRKA en la foliculogénesis y esteroidogénesis
(Salas y cols., 2006), esta neurotrofina también posee un papel importante en la
angiogénesis. Se ha visto que el NGF promueve este proceso en diversos tejidos como
la piel, musculo esquelético, cérnea y sistema nervioso central (Chiaretti y cols., 2002;
Emanueli y cols., 2002; Seo y cols., 2001; Calza y cols., 2001). Ademas, el NGF
produce proliferacién de células endoteliales. Se ha mostrado que esta neurotrofina
posee un efecto mitogénico directo en células endoteliales de la vena umbilical humana
(HUVEC), lo cual se logra mediante la activacion de su receptor TRKA, que es

expresado por estas células (Cantarella y cols., 2002).

Por otra parte, el NGF producido por las células de la granulosa ovarica, también
mediante activacion de TRKA, posee un efecto indirecto sobre la angiogénesis, ya que
estimula la sintesis y secrecion de VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) de parte
de estas células (Julio-Pieper y cols., 2009), lo cual facilita, a la vez, la vascularizacién

del compartimento tecal de los foliculos en crecimiento.

El gen del receptor TRKA humano consta de 17 exones (Greco y cols., 1996), de los
cuales el exén 9 sufre splicing alternativo (Barker y cols., 1993), generando las
isoformas TRKAI y TRKAII del receptor que, luego de unir NGF, se autofosforilan, para
producir la transduccion de sefiales via Ras/MAPK, PI3K y/o PKC (Davidson y cols.,

2003). Esto es posible, ya que el receptor TRKA posee un dominio catalitico
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intracelular de tipo tirosina quinasa.

El receptor TRKA ha sido asociado con distintos tipos de cancer, pudiendo sufrir una
activacion que lo vuelva oncogénico. Esto puede suceder por mutaciones puntuales,
deleciones o formacidbn de un nuevo receptor quimérico, mediante rearreglos
cromosomicos. Lo anterior tiene como resultado la activacion del receptor de forma
independiente de su ligando, llevando, finalmente, a la transformacion celular

(Tacconelli y cols., 2005).

En pacientes con leucemia mieloide aguda, se ha reportado una delecion de 75
aminoacidos de la region extracelular del receptor (Reuther y cols., 2000), que da como
resultado una proteina mutada que posee actividad transformante, fosforilando y
activando constitutivamente vias de sefalizacidon que se encuentran rio abajo. En el
carcinoma prostatico se ha visto que existe un loop autocrino, que involucra tanto a
NGF como a TRKA, y que es responsable por la progresion del tumor (Dalal y Djakiew,
1997), ya que aumenta el crecimiento y sobrevida de las células malignas. En
carcinomas de tiroide papilares, hay rearreglos cromosomicos, donde el dominio
tirosina quinasa del gen TRKA se fusiona con secuencias de otros genes (Pierotti y
cols., 1996). Esto causa que se originen oncoproteinas quiméricas, que poseen su
dominio tirosina quinasa constitutivamente activo (Alberti y cols., 2003). Otro ejemplo
se puede encontrar en el cancer de mamas, donde también existe un loop autocrino
NGF/TRKA (Alberti y cols., 2003). Se ha visto que los tumores de mama presentan una
expresion elevada, tanto de TRKA como de TRKA-p, en comparacion al tejido mamario
normal (Lagadec y cols., 2009). Esta sobreexpresion de TRKA promueve el
crecimiento celular, la migracion y la invasién in vitro. En ratones, se ha encontrado
gque la sobreexpresion de TRKA aumenta el crecimiento de los tumores, la
angiogénesis y la metéstasis. Finalmente, en neuroblastoma humano, se identificé una
variante de splicing alternativo de TRKA, TRKAIII, que es inducida por hipoxia, y que

acttia como inductor del tumor (Tacconelli y cols., 2004).

Las proteinas TRKA y NGF se encuentran en niveles muy bajos en el epitelio de la
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superficie ovarica normal, mientras que los niveles de ambas proteinas son mayores
en las células epiteliales en el cancer ovarico. (Campos y cols., 2007). Se ha visto que
hay una co-expresion de NGF con moléculas que estan involucradas en la
angiogénesis, ya que en tumores de cancer ovarico tanto NGF como TRKA se asocian
con una alta expresion de VEGF (Davidson y cols., 2003). Posteriormente, se demostré
que NGF produce un aumento en la expresion de VEGF en el carcinoma ovarico,
reafirmando asi la idea de que NGF esta involucrado en la angiogénesis en ese tipo de
cancer (Campos y cols., 2007). Pero el rol de NGF en la angiogénesis ovarica no es
s6lo indirecto, mediante la regulacién de la expresién de VEGF en la células epiteliales
ovaricas, sino que también actla directamente sobre las células endoteliales en el

carcinoma ovéarico (Davidson y cols., 2003).

Relacion de TRKA con el cancer de ovario

En cuanto al receptor TRKA como tal, existe una sobreexpresion de su mRNA en
cancer ovarico, en comparacion con muestras de ovarios normales (Campos y cols.,
2007). También se ha visto que la forma activada del receptor, TRKA-p, se expresa de
forma importante (80%) en tumores, acompafandose de la expresion de TRKA-p en
células endoteliales (Davidson y cols., 2003). No sélo ello, sino que ademas existe
relacion entre la expresion y activacion de TRKA y una baja sobrevida en estados

avanzados de cancer ovarico epitelial (Davidson y cols., 2003).

Otro estudio posterior, mostr6 que la forma activa del receptor, TRKA-p, se
encuentra sobreexpresada a medida que progresa el carcinoma ovarico, aumentando a
partir de Cancer Ovarico Epitelial de grado | o COE | hasta Cancer Ovérico Epitelial de
grado Il o COE Il (ddegaard y cols., 2007; Tesis de Marcela Mufioz). Esta
sobreexpresion de TRKA-p que se presenta en carcinomas que poseen capacidad de
metastasis, implica que dicha sobreexpresion seria un evento tardio en la progresion
del cancer ovarico. Asi, seria especificamente la forma activa del receptor, que esta
fosforilada, la que estaria relacionada con la progresion del cancer ovarico epitelial. Por

lo tanto, la expresién de NGF y TRKA en el epitelio de la superficie ovarica no solo es
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importante en las primeras fases de la angiogénesis, sino que también participan en la
progresion del cancer ovarico epitelial, mediante el aumento en la expresion de VEGF,
un conocido factor angiogénico, facilitando la transformacion hacia un tumor que se
expande rapidamente. Asi, tanto NGF como TRKA cumplirian un rol clave en el
proceso de transformacion maligna en el cancer ovarico epitelial (Campos y cols.,
2007).

En células de neuroblastoma humano, se ha identificado una variante de splicing
alternativo del receptor TRKA, que es inducida por hipoxia, y a la cual se llamé TRKAIII
(Taconelli y cols., 2005). Esta isoforma no posee los exones 6, 7 y 9, resultando en un
producto de 570 bp. La falta de estos exones no causa cambios del marco de lectura ni
aparicion de un nuevo coddén de término. Sin embargo, la omision de los exones 6y 7
gue codifican regiones semejantes a inmunoglobulinas extracelulares (IG-C1), ademas
de varios dominios funcionales de N-glicosilacion, produce la pérdida de los
aminoacidos 192-284 (Martin-Zanca y cols., 1989). La importancia de estos dominios
que se pierden, es gue actlan previniendo la dimerizacién y consecuente activacion
del receptor de forma independiente del ligando (Watson y cols., 1999, Arevalo y cols.,
2000). La variante de splicing alternativo TrkAlll, de 100 kDa, también es expresada en
el timo humano. Tacconelli y cols., 2007 vieron que TRKAIIl posee una localizacién
intracelular, y no de superficie. Se mostré que TRKAIIIl estaba activo constitutivamente,
promoviendo un comportamiento tumorigénico in vitro e in vivo, al estimular la
angiogénesis, sobrevida y crecimiento celular. Asi, esta isoforma del receptor presenta

una funcion oncogénica (Taconelli y cols., 2004).

ADAML17/TACE (TNF-a Converting Enzyme)

Se ha descrito que algunas proteinas transmembrana pueden liberar su
ectodominio, como resultado de la accion de proteasas 0 secretasas que se
encuentran también en la membrana celular (Diaz-Rodriguez y cols., 2002). Algunas
de las moléculas que son capaces de realizar esta accion son las proteinas ADAM.

Esta familia de metaloproteinasas tiene la capacidad de realizar cuatro funciones
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distintas: protedlisis, adhesion celular, fusion y sefializacion intracelular (Stone y cols.,
1999). Como proteasas, sus principales sustratos son proteinas transmembrana, como

los precursores de factores de crecimiento (Duffy y cols., 2009).

Una proteina ADAM tipica contiene dominios conservados, que incluyen una
secuencia sefial N-terminal, un pro-péptido, un dominio metaloproteinasa (MMP), un
dominio desintegrina, una region rica en cisteina, un dominio similar a EGF (Epidermal
Growth Factor), una secuencia transmembrana, y una cola citoplasmatica (Stone y
cols., 1999; Blobel, 2005). De ellos, el dominio MMP esta involucrado en el corte de
varios ligandos unidos a membrana de importancia bioldgica, como TNF-a y todos los
ligandos de EGFR (Receptor de EGF) (Blobel, 2005). Las consecuencias de la
liberacion del ectodominio de proteinas ancladas a la membrana varian, dependiendo

de la funcién de la proteina que sea el sustrato.

Una de las primeras ADAMs en ser implicadas en esta accion proteolitica fue
ADAM17, que libera la forma activa de TNF-a (Tumor Necrosis Factor) a partir de su
precursor. Es por ello, que a ADAM17 también se le conoce como TACE (TNF-a
Converting Enzyme). ADAM17 debe estar anclada a la membrana plasmatica en la
superficie celular para realizar correctamente su funcién y, ademas, actta sélo sobre

sustratos que estan ubicados en la misma célula (Reddy y cols., 2000).

Otros factores de crecimiento que también son liberados por ADAM17 son los
ligandos de EGFR (Epidermal Growth Factor-Receptor), como TGF-a (Transforming
Growth Factor) y HB-EGF (Heparin-Binding Epidermal Growth Factor) (Blobel, 2005).

ADAM17 parece tener un rol importante en el desarrollo embrionario, ya que ratones
con actividad deficiente de ADAM17 mueren en estados tardios de gestacién, o a los
pocos dias de nacer (Peschon y cols., 1998), debido a defectos en la maduracién y
diferenciacion de células epiteliales, llevando a un desarrollo ineficiente de intestinos,
paratiroides, glandulas salivales, pulmén y corazén (Shi y cols., 2003, Zhao y cols.,
2001).
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También se ha visto que ADAM17 es expresada por células endoteliales (Gutiérrez-
Lopez y cols., 2011), lo cual llevd a estudios sobre su posible rol en la angiogénesis,
tanto in vitro como in vivo. En el primer caso, al hacer un knock down o silenciar
ADAML17 en células endoteliales, se vio una inhibicién de la proliferacién, ademas de
una disminucion de la capacidad de invasion celular (Gooz y cols., 2009, Kwak y cols.,
2009). En cuanto a estudios in vivo, los resultados de Canault y cols., 2010 realizados
en fetos de ratones que poseian una mutacion en la actividad de ADAM17, sugieren
que la actividad de esta proteina no es requisito para la vasculogénesis o angiogénesis
temprana, pero si lo es para el remodelamiento adecuado de vasos preexistentes, asi

como también para la formacion de las redes de capilares.

Alun se desconoce con certeza cémo funciona la regulacion de la actividad de
ADAML17. Se sabe que su dominio citosélico puede asociarse con distintas proteinas,
regulando asi su funcién, tanto positiva como negativamente. Como ejemplo del primer
caso, PMA (Acetato de Forbol Miristato) modula la interaccion de ADAM17 con FHL2,
(Canault y cols., 2006) una proteina intracelular involucrada en interacciones proteina-
proteina y en su asociacién con el citoesqueleto. Un ejemplo del segundo caso es
CD9, que se asocia a la metaloproteinasa, regulando negativamente su actividad

(Gutiérrez-Lopez y cols., 2011).

Los ésteres de forbol son activadores de la proteina quinasa C (PKC), y se han
utilizado ampliamente para inducir el clivaje de proteinas de la superficie celular
(Arribas y Merlos-Suarez, 2003). Esto hizo que se propusiera que PKC participa en el
corte activado por ADAM, lo cual fue confirmado luego al tratar células con inhibidores
de PKC, observdndose un bloqueo del corte de distintos sustratos de ADAM17
(Mullberg y cols., 1992).

Recientemente, se ha postulado que la localizacion de ADAM17 puede ser un factor
importante en la regulacion de su actividad. Hay estudios que sugieren que la mayoria

de ADAM17 endogeno y maduro puede estar localizado en un compartimento
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perinuclear, con so6lo un pequefio porcentaje de la proteina presente en la superficie
celular (Sinnathamby y cols., 2010). Ya que se ha visto que la actividad de ADAM17
puede ser regulada por su fosforilacion en Thr735, por accion de ERK 1/2 (Extracellular
signal-regulated kinase) (Diaz-Rodriguez y cols., 2002), también se ha estudiado el rol
de esta quinasa sobre el tréfico intracelular de ADAM17. Soond y cols., 2005 mostraron
gque la modificacion de ADAM17 en Thr735 por efecto de ERK, es un paso clave para
la maduracion de la proteasa, y su subsecuente trafico hacia la superficie celular. Ellos
encontraron que ADAM17 se expresaba mayormente en el reticulo endoplasmico,
lugar desde el cual podria servir como un pool intracelular de ADAML17 inactivo, que
puede ser movilizado y activado proteoliticamente de forma rapida, luego de que las
células fueran estimuladas (Soond y cols., 2005).

ADAM17 en cancer

Se demostré primero que las células HOSE (Human Ovarian Surface Epithelial)
secretan serina proteasas y metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMPs o
Matrix Metallo Proteinases) (Kruk y cols., 1994). Posteriormente, se encontré que
ADAML17 se expresa in vivo en células de la granulosa porcinas (Kawashima y cols.,
2008) y que, mediante un mecanismo mediado por PKA, p38 MAPK y ERK1/2, se
induce la expresion de esta proteasa en células del camulo porcinas (Yamashita y
cols., 2009).

Uno de los roles mas estudiados de las proteinas ADAMs es la liberacion de
ligandos importantes biolégicamente, como TNF-a, EGF y TGF-a. Puesto que estos
ligandos han sido implicados en la formacion y progresion de tumores, resulta légico

pensar que ADAMs especificos también estén involucrados en esta enfermedad.

En cancer humanos, algunas proteinas ADAMs estan up-reguladas, con niveles que
se correlacionan con parametros de progresion de tumores y con mala sobrevida
(Duffy y cols., 2009).
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Se ha medido la expresion de ADAM17, mediante Inmunohistoquimica, en distintos
cancer humanos, encontrandola en carcinomas ovaricos, de prostata y mamas
(Kirkegaard y cols., 2008, Sinnathamby y cols., 2010). Ademas, se encontré una
asociacion entre la expresion de ADAM17 y de la forma citoplasmatica, originada por
clivaje, de HER4 (Receptor del Factor de crecimiento epidermal humano), en cancer de
mamas. Usando tanto lineas celulares de cancer de mamas, como tumores de mamas
humanos, se vio que de ADAM17, tanto a nivel de mMRNA como de proteina, se
encuentra aumentado en comparacion con tejidos normales (McGowan y cols., 2007).
Y no sélo ello, si no que esta sobre-expresion se relaciond con un aumento en la
invasion y proliferacion. En un estudio posterior, se encontré que los niveles elevados
de ADAML17 predicen un mal pronéstico en pacientes con cancer de mamas, de forma
independiente de los factores de prognosis convencionales para este tipo de cancer
(McGowan y cols., 2008).

ADAM17 estd sobre-expresado en la superficie de una variedad de células
cancerigenas. Mediante el uso de Citometria de Flujo, con un anticuerpo que reconoce
el ectodominio de ADAM17, Sinnathamby y cols., 2010, mostraron que los niveles
proteicos de ADAM17 se encuentran aumentados en la superficie celular de lineas
celulares de cancer ovarico (SKOV3-A2 y OVCARS3), mamas (MDA-MB-231 y MCF7),
préstata (LNCaP) y colon (Colo205), mientras que en células normales de higado y
riidn, su expresion superficial es bastante baja. Ellos analizaron también los niveles de
mMRNA de ADAM17, mediante Real Time PCR, en lineas celulares de cancer ovarico,
encontrando un aumento leve en la expresion del mMRNA sélo en algunas de ellas. Sin
embargo, en estos casos ellos usaron como control RNA de células normales de
higado y rifién. Explican la ausencia de correlacion entre los niveles de mRNA y
proteina de ADAM17 en cancer, sugiriendo una regulacion post-traduccional de la

proteina, y no a nivel transcripcional.

En células de cancer ovarico se ha detectado tincion positiva para ADAM17, pero no
asi en el epitelio normal del ovario (Tanaka y cols., 2005). Por otro lado, en otro estudio
de carcinoma ovarico, se detect6 ADAM17 en un 18% de las muestras analizadas,
aunque no se menciona si habia expresion de la proteina en el epitelio de la superficie
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ovarica (Kirkegaard y cols., 2008). Ademas, también hay estudios que han demostrado
gue ADAM17 es expresada por distintas lineas celulares de cancer ovarico epitelial,
como A2780 (Rosso y cols., 2007).

Se ha descrito que los niveles del transcrito de ADAM17 son mayores que los de
otras metaloproteinasas de la familia ADAM, en muestras de cancer ovarico humano
(Tanaka y cols., 2005). Al medir la expresion de ADAM17 en muestras de ovarios
normales y de cancer de ovario, se encontrd que la expresion de ADAM17 aumentaba
significativamente tanto en cancer ovarico temprano como avanzado, en comparacion
con ovarios normales (Tanaka y cols, 2005). Sin embargo, no encontraron diferencias

significativas entre los estados temprano y avanzado de cancer.

TRKA 'y ADAM17

ADAM17 puede cortar a p75. En neuronas simpaticas, ADAM17 es capaz de cortar
a p75, para que posteriormente éste experimente un nuevo corte, por acciéon de una y-
secretasa (Kenchappa y cols., 2010). Este es un mecanismo de corte de p75 por
ADAML17 distinto al encontrado en células PC12, donde la unién de NGF a su receptor
TRKA es el estimulo inicial que termina con el clivaje de p75 (Ceni y cols., 2010, Urray
cols., 2007).En neuronas simpaticas, en cambio, no se detectd corte de p75 en
respuesta a NGF, si no a BDNF (Kenchappa y cols., 2010). Ademas, el tratamiento de
las células PC12 con NGF lleva a sobrevida y diferenciacion, mientras que en
neuronas simpaticas, el corte de p75 esta asociado a apoptosis (Kenchappa y cols.,
2010, Urra y cols., 2007).

El receptor TRKA es sensible a sufrir un corte proteolitico, lo cual da como resultado
2 fragmentos (Cabrera y cols., 1996). Uno de ellos es pl100, que corresponde al
ectodominio del receptor. El segundo fragmento es p41, que esté fosforilado en tirosina
y consta de los dominios transmembrana y citosélico y que, por tanto, permanece
asociado a la membrana. El estudio se realizé en células CHO (Chinese Hamster

Ovary) que fueron transfectadas con cDNA codificante para la forma humana del
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receptor TRKA. Estas células poseian una forma glicosilada del receptor de 140 kDa,
gp140™, que era la forma predominante encontrada en la superficie celular, y que
responde a NGF. También encontraron el polipéptido de 41 kDa en células tratadas
con PMA (Acetato de Forbol Miristato), que es un activador de PKC, viendo que
correspondia al fragmento intracelular y transmembrana de TRKA. Asi, se demostrd
que el clivaje de TRKA puede ser inducido mediante la activacion de sistemas de
segundos mensajeros, como es la activacion de PKC. Sin embargo, al usar inhibidores
de PKC, el blogueo del clivaje era sélo parcial, por lo que se dedujo que PKC regulaba

el corte de TRKA de forma tanto dependiente como independiente de ERK1/2.

También, la delecion del ectodominio de TRKA genera fragmentos que son activos,
ya que se encuentran fosforilados constitutivamente en tirosina, junto con asociarse
con moléculas que participan en la via de transduccion de sefiales de TRKA (Diaz-
Rodriguez y cols., 1999). Ademas, las vias MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase)
estan involucradas en la regulacion del clivaje de TRKA inducido por stress y mediado
por PKC (Diaz-Rodriguez y cols., 2002). Este corte que experimenta TRKA estaba
mediado por la via MAPK ERK cuando el estimulo era la activacion de PKC. Esta
activacion de ERK (Extracellular signal-regulated kinase) facilita la interaccion de la
quinasa con ADAM17, provocando la fosforilacion de la proteasa en Thr735, y siendo
esta fosforilacion requisito para el clivaje eficiente de TRKA por accion de ADAM17
(Diaz-Rodriguez y cols., 2002). Asimismo, en células que expresaban una forma
inactiva de ADAM17, el corte de TRKA también era defectuoso. Sin embargo, no se
descartd que hubiesen otras rutas que también terminaran en el corte de TRKA, ya que
en células que expresaban la forma inactiva de ADAM17, el stress osmético fue capaz

de estimular el corte del receptor, mediante la via MAPK p38.

Receptores TRKA quiméricos que no poseen el dominio extracelular producen un
efecto tan proliferativo como aquellos que no poseen el segundo dominio similar a
Inmunoglobulina, que juega un rol critico en la prevencion de la activacion espontanea
de TRKA (Arévalo y cols., 2000). Asi, se mostré que el dominio extracelular de TRKA
posee efectos reguladores sobre el dominio catalitico intracelular del receptor,
inhibiendo la dimerizacion y fosforilacion espontanea de éste.
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Si se considera que una de las funciones principales de las metaloproteinasas es el
corte de proteinas ancladas a la membrana, puede ser factible que un aumento en los
niveles proteicos de ADAM17 en el cancer ovarico, pudiese facilitar el corte de

moléculas que estan involucradas en la progresion de la enfermedad.

Asi, es probable esperar que, si en el cancer ovérico se tienen niveles proteicos
aumentados de ADAM17, uno de sus posibles blancos pueda ser también el receptor
TRKA, lo cual tendria como resultado la liberacion de su ectodominio. Como se ha
demostrado que el dominio extracelular de los receptores de tipo tirosina quinasa actia
como un regulador negativo de la actividad intracelular del receptor, (Cabrera y cols.,
1996; Arévalo y cols., 2000) esto podria ocasionar, ademas, la activacion constitutiva

de TRKA que se observa en el cancer ovarico epitelial.
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HIPOTESIS

Los datos expuestos llevan asi a proponer la siguiente hipétesis:

“En el cancer ovarico epitelial humano se expresan isoformas del receptor
TRKA, siendo algunas de ellas procesadas por ADAML17, generando una forma
proteica fosforilada adicional del receptor, de menor peso molecular, constituida

solo por sus dominios intracelular y transmembrana”
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion de las isoformas del receptor TRKA en tejidos ovaricos (ovario
normal inactivo, tumores benignos, tumores borderline, cancer ovarico epitelial de
grado | o COE I, cancer ovarico epitelial de grado Il o COE Il y cancer ovarico epitelial
de grado Ill o COE lll), y relacionar los niveles de la forma activa del receptor, TRKA-p,

con los niveles de la proteina ADAM17.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar los niveles de las isoformas del receptor TRKA en distintos grados de
diferenciacion del céancer ovarico epitelial (COE), y en ovarios normales inactivos,

tumores benignos y tumores borderline.

2.- Examinar la relacion entre el receptor TRKA total y la forma activada del receptor
TRKA (TRKA-p), con la expresion proteica de ADAM17 en tejidos ovéricos (ovario
normal inactivo, tumores benignos, tumores borderline, cancer ovarico epitelial de
grado | o COE |, cancer ovarico epitelial de grado Il o COE Il y cancer ovarico epitelial
de grado Il o COE III).

3.- Estudiar la localizacion celular de ADAM17 y TRKA-p en lineas celulares de

cancer ovarico epitelial, A2780, y de epitelio de la superficie ovarica humana, HOSE.

4.- Analizar el efecto de un inhibidor de ADAM17 sobre la deteccion de la forma
activa de TRKA (dominio intracelular y transmembrana), en una linea celular de cancer
ovarico epitelial, A2780.
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METODOLOGIA

Obtencién de muestras

Las muestras de tejidos de ovarios humanos fueron obtenidas de pacientes que
asistieron al Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile. Previo a la obtencibn de estas muestras, las pacientes firmaron un
Consentimiento Informado, que fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile.

Para la realizacion de este estudio se consideraron los siguientes grupos de
muestras:

1.- Ovario Normal Inactivo (Ol): corresponden a muestras de ovarios normales de

pacientes que ya no se encuentran produciendo foliculos.

2.- Tumor Benigno (TBE): quistes de inclusion de diametro mayor a 1 cm, que se

encuentran rodeados por una monocapa de células epiteliales.

3.- Tumor Borderline (TBO): monocapa de células epiteliales que han proliferado.

Se observa como un epitelio pseudoestratificado, con atipia celular leve a moderada.

4.- Cancer Ovérico Epitelial (COE) | o Bien Diferenciado: presenta estructuras
papilares irregulares, con malignidad celular, epitelio pseudoestratificado, y focos de

invasion de mas de 3 mm.

5.- Cancer Ovarico Epitelial (COE) Il o Moderadamente Diferenciado: se observa
una disminucién de las estructuras papilares, por presencia de zonas indiferenciadas.

Presenta mucha atipia nuclear, ademas de mayores focos de invasion.
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6.- Cancer Ovarico Epitelial (COE) Ill o Pobremente Diferenciado: corresponde a
una masa sdlida indiferenciada, con un evidente polimorfismo tanto celular como

nuclear, ademas de muchos focos de invasion.

Las muestras de ovarios normales corresponden a tejidos provenientes de
mujeres sometidas a histerectomia con ooforectomia por patologias no ovaricas. El
resto de los grupos se obtuvo mediante histerectomia con ooforectomia o por
histerectomia radical, de pacientes a las cuales se les diagnosticé un tumor ovarico o

cancer de ovario.

Lineas celulares

Para la realizacién de estudios in vitro se utilizaron lineas celulares de Epitelio de la
Superficie Ovarica Humana (HOSE) y de Cancer Ovérico Epitelial (A2780).

Linea celular de Epitelio de la Superficie Ovarica Humana (HOSE): Células
epiteliales normales de la superficie ovarica humana, obtenidas desde una paciente

post-menopausica con cancer endometrial.

Linea celular de Céancer Ovarico Epitelial (A2780): Linea celular de cancer
ovarico, con morfologia epitelial, sensible a farmaco. Fue establecida a partir de tejido

tumoral de una paciente, previo al tratamiento.

Andlisis estadistico

El calculo del n muestral para este estudio se realizé utilizando la formula de
comparacion de medias: n = 2 (Za + ZB)2 S2 / d2, asumiendo un a de 0,05, un B de
0,20, una desviacion estandar de 0,16 y una diferencia entre las medias de un 25 %.

Con estos valores se obtiene un nimero de muestras igual a 7 para cada grupo a
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estudiar. En todos los ensayos, los resultados han sido expresados como promedio +
error estandar del promedio. Ademas, todos los grupos fueron comparados con el de
ovario normal inactivo.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa Graph Pad Prism 5.0. En cada
andlisis se realizdé un test de normalidad (Kolmogorov—Smirnov), con el objetivo de
conocer la distribucion de los datos. Posteriormente, para datos paramétricos, el
andlisis se realiz6 mediante Analisis de Varianza (ANOVA), para conocer asi la
existencia de diferencias significativas. Seguido a esto, se usd el post test de
Bonferroni para identificar diferencias significativas entre los grupos. Para datos no
paramétricos, se utilizd el test de Kruskall-Wallis, seguido de un pos test de Dunn.

Como criterio de significancia se consideré p < 0,05.

En el caso del dltimo objetivo, el estudio se hizo en triplicado, y los datos se

analizaron con un test t de Student para datos no pareados.
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Disefio experimental

A continuacién, se presenta un resumen del disefio experimental utilizado en este

estudio:

Metodologia de Experimentos ex vivo

Muestras de Ovario
(Ol, TBE, TBO, COE |,

COE I, COE III)
|
| |
é . . Y
Muestras congeladas Muestras incluidas en
a-80°C parafina
G J
|
| |
Extraccion Extraccién Inmunohistoquimica
de RNA de Proteinas ADAM17
RT-PCR Western blot
TRKA TRKA
ADAM17

Metodologia de Experimentos in vitro

HOSE Inhibidor de
[ A2780 ] ADAM17 | S

11—

Inmunofluorescencia [ Western blot ]

ADAM17, TRKA TRKA-p

De acuerdo al célculo del n muestral (n=7), y considerando los 7 grupos de estudios

utilizados, se usé un total de 49 muestras para los estudios de RT-PCR, Western blot e
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Inmunohistoquimica.

Una parte de las muestras de ovario fueron almacenadas a -80°C, para luego
realizar la extraccion tanto de mMRNA como de proteinas. Otra parte de ellas fueron
incluidas en parafina, para hacer los cortes de 5um de espesor que permitieron la

realizacion de las Inmunohistoquimicas.

Analisis de las Muestras

e Extraccion de RNA y RT-PCR para TRKA en tejidos ovaricos humanos

Este estudio se realizé con el objetivo de caracterizar los niveles de mRNA de las
distintas isoformas del receptor TRKA que se expresan en ovario, y como estos niveles

se alteran durante la progresién del cancer ovarico.

Para realizar la extraccion de RNA del tejido, se utiliza TRIZOL (Invitrogen). Se
comienza homogenizando con TRIZOL 100 mg del tejido congelado, agregando luego
cloroformo. Después de 15 min de incubacion, se centrifuga a 13200 rpm durante 15
min a 4°C. A continuacién, se extrae la fase acuosa, agregando luego isopropanol frio.
Después de incubar toda la noche a -30°C, se centrifuga a 13200 rpm por 20 min a
4°C, para posteriormente lavar el pellet resultante con etanol 75%. Se vuelve a
centrifugar a 13200 rpm, por 10 min a 4°C, para después dejar secando el pellet, y
resuspenderlo en H,O pepc. Luego, se procede a calcular la concentracion y pureza del
RNA extraido, mediante lectura en NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher

Scientific Inc.).

A continuacion, se sintetiza el cDNA, utilizando 5 pg de RNA total, Random Primers,
dNTP 10 mM (ambos de Promega), y un volumen de H,O pegpc necesario para
completar 10,5 pl. Esta mezcla se incuba a 70°C por 5 min, dejandola enfriar luego en
hielo otros 5 min. Posteriormente, se agrega Buffer 5X, DTT 0,1M, RNAsa OUT 40 U/ul
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y transcriptasa reversa M-MLV (200 U/ul) (todos productos de Invitrogen). Esta mezcla
se incuba a 42°C durante 1 hora.

Posteriormente, el cDNA fue amplificado en una mezcla de reaccién de 25ul,
utiizando 10x High Fidelity PCR Buffer, Magnesium Sulfate 50mM y la enzima
Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (todos productos de Invitrogen), dNTP
10mM, partidores sense (10puM) y antisense (10puM), y un volumen de H,O necesario
para completar 23pl, agregando luego 2pl de cDNA. Los partidores utilizados, con su
respectivo programa de PCR se muestran en las Tabla 1 y 2, respectivamente. Como
control interno (gen constitutivo), se utilizd6 B-actina. Como control positivo de la
reaccion, se uso cDNA de la linea celular A2780, y como control negativo, agua estéril.
Los productos de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1%, usando un
estandar de peso molecular para validar el tamafio predicho de las bandas del
amplificado. Los geles fueron visualizados bajo luz ultravioleta, fotografiados y
analizados con un programa de densitometria UV Transluminator UVP, con Doc-it
Software Image Acquisition and D Analysis (UVP, Inc. Laboratory Products, Upland,
CA, USA).

Tabla 1. Partidores utilizados para la amplificacion del cDNA de TRKA

Primer par de

Partidores para TRKA

Primer Sense (5°-3’) AACCTCACCATCGTGAAGAGTGGT

Primer Antisense (5-3) GGTTGAACTCGAAAGGGTTGTCCA

Segundo par de
Partidores para TRKA

Primer Sense (5°-3’) ACCCTCTGCACTGTTCTTGT

Primer Antisense (5’-3’) ACTCGAAAGGGTTGTCCATG
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Partidores para B-actina

Primer Sense (5-3’) TGACCGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTA

Primer Antisense (5-3’) CTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGG

Tabla 2. Programas de PCR usados para la amplificacion del cDNA de TRKA

Programa TRKA

Primer Set de Partidores

Desnaturacién 94°C, 30 seg
Alineamiento 55°C, 30 seg
Extension 68°C, 1 min
Numero de ciclos 40
Programa TRKA

Segundo Set de Partidores

Desnaturacién 94°C, 1 min
Alineamiento 62°C, 1 min
Extensién 72°C, 2 min
Namero de ciclos 35

e Western blot de TRKA y ADAM17 en tejidos ovaricos

Este estudio se realizé con el fin de analizar la expresion proteica de las isoformas
de TRKA, ademas de la presencia de la fraccion citosélica, unida a membrana, del

receptor.

Se usaron 100 mg de tejido congelado para extraer proteinas, usando PARIS™ Kit
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(Ambion, Inc.), PMSF (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo) 1 mM, ortovanadato de sodio
(Na3vO4) 1mM y un cocktail inhibidor de proteasas y fosfatasas (Halt Protease and
Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher Scientific Inc). Se separaron 50 pg de
proteinas de cada muestra por SDS-PAGE 8%, para luego ser transferidas a una
membrana de nitrocelulosa. Para evitar la uniébn no especifica, se incubaron las
membranas con una solucién de leche 5% en buffer TTBS (Tween-Tris Buffered
Saline) para TRKA-p, TRKA total y ADAM17. Posteriormente, las membranas se
incubaron con el anticuerpo primario toda la noche, para incubarlas al dia siguiente con
el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rdbano durante 1 hora. Las
condiciones de cada anticuerpo utilizado se muestran en la Tabla 3. Las membranas
se revelaron usando el kit de deteccién de quimiolumininscencia Western Lightning®
Plus-ECL (PerkinElmer Life Sciences, Wellesley, MA) y Kodak BioMax light films
(Sigma-Aldrich). Los films fueron escaneados y analizados con el programa UN-SCAN-
IT gel 4.1 (Silk Scientific Corporation, Orem, UT).

Tabla 3. Anticuerpos utilizados para la deteccion de TRKA y de ADAM17, por
Western blot

Anticuerpos primarios Anticuerpos secundarios
Anti-rabbit
TRKA-p 1:1000 Abcam TrkA Peroxidase-labeled 1:10000 KPL
(en TTBS) (phospho Y490) Affinity Purified (en TTBS)
antibody (ab1445) | Antibody to Rabbit IgG
Anti-rabbit
TRKA 1:1000 Santa Cruz Peroxidase-labeled 1:10000 KPL
total (en TTBS) | Trk A (H-190): sc- Affinity Purified (en TTBS)
14024 Antibody to Rabbit IgG
Anti-mouse
ADAM17 1:1000 Abcam ADAM17 Peroxidase-labeled 1:10000 KPL
(en leche antibody Affinity Purified (en leche
5%) (ab57484) Antibody to Mouse IgG 5%)
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e Inmunohistoquimica de ADAM17 en tejidos ovaricos

Este estudio se realizé con el objetivo de identificar la localizaciébn y semi-
cuantificacién de la proteina ADAM17 durante la progresion del cancer ovérico. Para
ello, se utilizan cortes de ovarios incluidos en parafina, de espesor de 4 a 6 um, que
son desparafinados en xilol e hidratados en concentraciones seriadas de alcohol.
Posteriormente, se procede a la recuperacion antigénica en Buffer Citrato 10mM, pH 6,
durante 40 min a 95-98°C, para luego bloquear las peroxidasas endoégenas con H,0, al
3%. Para evitar la union inespecifica, se incuba con un bloqueador especifico del kit
Histostain SP (Zymed Laboratorios Inc, San Francisco, California, USA). A
continuacion, los cortes son incubados con anticuerpo primario diluido en PBS-BSA al
2%, a 4°C, durante 20 horas, en las condiciones indicadas en la Tabla 4. Transcurrido
este tiempo, los cortes se incuban con anticuerpo secundario biotinilado durante 20 min
y, posteriormente, con estreptavidina marcada con peroxidasa por 20 min (ambos
reactivos son parte del kit Histostain SP (Zymed Laboratorios Inc, San Francisco,
California, USA)). Como sustrato final de esta reaccion, se utiliza el cromégeno
Diaminobencidina (DAB) (DakoCytomation, Inc, CA, USA), resultando en una tincion
positiva de color café. Los tejidos son luego contratefiidos usando Hematoxilina en
dilucion 1:5 (Harris), con el fin de evidenciar los nucleos de color azul claro.
Finalmente, las placas son deshidratadas en concentraciones seriadas de alcohol, y

luego en xilol, para montarlas con un cubreobjetos, usando Entellan.

Como control negativo, las placas son incubadas sélo con PBS-BSA al 2%, sin

agregar el anticuerpo primario.

En la evaluacion de las muestras, participaron 3 observadores independientes y
ciegos a la clasificacion de cada una de ellas. Cada seccién de tejido fue dividida en 4
cuadrantes, contando 250 células epiteliales en cada uno de ellos, para lograr un total
de 1000 células epiteliales por placa. A cada célula se le asigné una intensidad de
tincion: 0 — sin tincion, 1 — tincidn leve, 2 — tincion moderada, 3 — tincion intensa. Con
estos resultados, se calculd el porcentaje de células con tincién positiva, sumando las

intensidades 2 y 3. Ademas, se calcul6 el H-Score (HS), para calcular la intensidad de
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tincién, de acuerdo a la formula HS = % células tefidas * (i+1) / 100

Las placas fueron fotografiadas utilizando el microscopio Olympus modelo DX51TF,

y el programa computacional Image-ProPlus 6.2.

Tabla 4. Anticuerpos primarios para Inmunohistoquimica

_ ) ) o Tiempo de _
Anticuerpo Primario Dilucion Procedencia
revelado con DAB

Abcam: ab57484,

ADAM17 1:6000 1 min 30seg
(mouse)

e Lineas Celulares epiteliales

Las lineas celulares epiteliales de la superficie normal del ovario (HOSE) y de
cancer de ovario (A2780), son cultivadas en medio Dulbecco’s minimal essential
medium/Ham F-12 (DMEM/Ham F-12) suplementado con suero de bovino fetal 10% y
con una solucién de antibiéticos (penicilina-estreptomicina) y antimicoticos (fungizona).
Las células son cultivadas en estufa a 37°C, en atmosfera humeda, con una
concentracion de O, 95% y CO, 5%. Al alcanzar confluencia, las células son

tripsinizadas con una solucién de Tripsina-EDTA 0,25%.

Para realizar las Inmunocitoquimicas, una vez que las células son tripsinizadas, se
centrifugan y resuspenden en DMEM/Ham F-12, para luego contarlas en un
hemocitometro (camara de Neubauer), con un colorante para evaluar viabilidad celular.

Finalmente, se siembran 200000 células por placa, en portaobjetos silanizados.

e Inmunocitoquimica de TRKA y ADAM17 en lineas celulares

Este estudio se llevé a cabo para examinar la localizacion celular, tanto de ADAM17

como de TRKA, en lineas celulares de cancer ovarico epitelial, A2780, y de epitelio de
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la superficie ovarica humana, HOSE.

Las células son fijadas en los portaobjetos. Primero se realiza un pre-fijado con
Paraformaldehido (PFA) al 4%, pH 7,4, durante 2 min. A continuacién, se remueve el
medio de cultivo, para fijar las células con PFA 4%, pH 7,4 durante 15 min a
temperatura ambiente. Luego de este tiempo, se bloquean las peroxidasas enddgenas
con H,O, 3% por 15 min. Después, se bloquea la unién inespecifica con una solucién
de leche descremada durante 10 min, para posteriormente incubar las células con el
anticuerpo primario disuelto en PBS-BSA 2% toda la noche, a 4°C. Al dia siguiente, las
células se incuban con anticuerpo secundario durante 30 min. Las condiciones
utilizadas para cada anticuerpo se resumen en la Tabla 5. Luego, se agrega la solucion
de revelado DAB (DakoCytomation, Inc, CA, USA), resultando en una tincién positiva
de color café. Para realizar la contra-tincion, se usa Hematoxilina en diluciéon 1:5
(Harris), con el fin de evidenciar los nucleos de color azul. Finalmente, las placas con
células se deshidratan en concentraciones seriadas de alcohol, y luego en xilol, para

montarlas con un cubreobjetos, usando Entellan.

Como control negativo, las placas son incubadas sélo con PBS-BSA al 2%, sin

agregar el anticuerpo primario.

Las placas se fotografiaron usando el microscopio Olympus modelo DX51TF y el
programa computacional Image-ProPlus 6.2, utilizando el mismo programa para su
analisis, cuantificando, en Unidades Arbitrarias, el promedio de saturacién de color de
100 células, tanto para la linea A2780 como para HOSE. Esto se realiz6 efectuando 3

experimentos independientes para cada uno de los anticuerpos.
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Tabla 5. Anticuerpos utilizados en la Inmunocitoquimica

Anticuerpos | Dilucion Tiempo de | Procedencia Anticuerpos Dilucion
Primarios revelado con Secundarios
DAB
Abcam: Anti-mouse
ADAM17 1:4000 4 min ab57484, Peroxidase-labeled 1:300
(A2780y (A2780 y mouse Affinity Purified (A2780 y
HOSE) HOSE) monoclonal | Antibody to Mouse HOSE)
lgG (KPL)
Santa Cruz Anti-rabbit
TRKA total 1:300 2 min Trk A (H- Peroxidase-labeled 1:300
(A2780y (A2780y 190): sc- Affinity Purified (A2780 y
HOSE) HOSE) 14024 Antibody to Rabbit HOSE)
lgG (KPL)

e Inmunofluorescencia de TRKA y ADAM17 en lineas celulares

Este estudio se realiz6 para analizar si existe co-localizacién entre ADAM17 y TRKA
en las lineas celulares de cancer ovarico epitelial, A2780, y de epitelio de la superficie
ovarica humana, HOSE. EIl protocolo para el primer dia de la inmunofluorescencia es
igual al que se utiliza para la realizacion de la Inmunocitoquimica, y fue descrito en el
punto anterior, con la diferencia de que los anticuerpos primarios se agregan en
conjunto a cada placa, y no por separado, como en la Inmunocitoquimica. En el
segundo dia, luego de la incubacién con los anticuerpos primarios, se incuban las
células con anticuerpo secundario durante 1 hora, en oscuridad, para finalizar con la
tincion nuclear y montaje con Prolong Gold Anti Fage Reagent with DAPI (Invitrogen).

Las condiciones utilizadas para cada anticuerpo se resumen en la Tabla 6.

Como control negativo, las placas son incubadas sélo con PBS-BSA al 2%, sin
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agregar el anticuerpo primario.

Las placas fueron fotografiadas utilizando el microscopio Olympus modelo DX51TF

y el programa computacional Image-ProPlus 6.2. Se realizaron 3 experimentos

independientes.

Tabla 6. Anticuerpos utilizados en la Inmunofluorescencia

Anticuerpos Dilucion Procedencia Anticuerpos Dilucion
Primarios Secundarios
1:4000 Anti-mouse 1:300
ADAM17 (A2780y Abcam: ab57484, Alexa Fluor 488 (A2780y
HOSE) mouse monoclonal | goat anti—mouse IgG HOSE)
(Invitrogen)
1:300 Anti-rabbit 1:300
TRKA total (A2780 y Santa Cruz Trk A Alexa Fluor 594 (A2780y
HOSE) (H-190): sc-14024 goat anti—rabbit 1IgG HOSE)

(Invitrogen)

Para realizar el analisis en microscopio confocal, las placas fueron fotografiadas
utilizando el microscopio FLUOVIEW FV1000.
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RESULTADOS

OBJETIVO 1. ISOFORMAS DEL RECEPTOR TRKA EN OVARIO

RT- PCR convencional de TRKA en tejidos ovaricos y en linea celular de

cancer ovérico epitelial

Utilizando muestras de tejidos ovaricos humanos congelados a -80°C, fue posible
detectar por RT-PCR convencional transcritos de distintas isoformas de TRKA en
ovario. También analizamos la presencia de los transcritos de TRKA en la linea celular
A2780. Pudimos detectar tres amplicones de TRKA, de 710 pb (TRKA 1), 600 pb
(TRKA 11) y 440 pb (TRKA 111).

Cada amplicén fue secuenciado, para confirmar que son producto de splicing

alternativo del receptor.

1 2 3

-

- —>» TRKAI
- - —> TRKAI

. —> TRKAIII

Figura 1.- Amplicones obtenidos a partir de ¢cDNA de TRKA en una linea
celular de cancer ovarico epitelial. Gel de agarosa del RT-PCR convencional que
muestra la expresion de transcritos de TRKA en la linea celular A2780. El carril 1
muestra el marcador de peso molecular para PCR; el carril 2 muestra el control
negativo (C-), para lo que se us6 agua estéril; en el carril 3 se us6 cDNA de células
A2780 (linea celular de cancer ovérico). Las bandas detectadas corresponden a 710
pb, 600 pb y 440 pb.
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Figura 2.- Mayores niveles de los transcritos de TRKA en céncer ovarico

epitelial menos diferenciado. Cuantificacion de los amplicones TRKA | (A), TRKA lI

(B) y TRKA 11l (C) en muestras de Cancer Ovarico Epitelial de grado 1 (COE I), Cancer
Ovarico Epitelial de grado 2 (COE II) y Cancer Ovarico Epitelial de grado 3 (COE llI).

Ademas, junto a cada figura, se muestran los exones amplificados.
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La Figura 2 muestra los niveles de los amplicones obtenidos por PCR para los tres
transcritos de TRKA, donde el segundo par de partidores utilizado se une a los
extremos de los exones 5 (sense) y 8 (antisense). El amplificado de TRKA | posee los
exones 5, 6, 7y 8 (710 pb); el amplificado de TRKA |l posee los exones 5, 6 y parte del
8 (600 pb); el amplificado de TRKA 11l posee sélo los exones 5y 8 (440 pb).

Western blot de TRKA en tejidos ovaricos

Se identificaron isoformas de TRKA en muestras de ovario, mediante Western blot,
como se observa en la Figura 3, detectandose 3 bandas de 140 (TRKA 1), 110 (TRKA
II) y 100 kDa (TRKA l1ll) tanto en el analisis de TRKA total, como de TRKA-p. En este
ultimo caso, también es posible detectar en algunas muestras una banda de menor

peso molecular (41 kDa).

La banda de 41 kDa seria resultado de la eliminacion del ectodominio del receptor,
gue abarca de los aminoacidos 33 a 423, de 100 kDa. Asi, quedaria un fragmento del
receptor formado por los dominios transmembrana y citosélico, que comprende del

aminoacido 424 al 796, de 41 kDa de peso molecular.

En estos experimentos sélo fue posible completar un n=6 para el grupo COE |
(cancer ovarico epitelial de grado 1), debido a que no existe un mayor numero de

muestras disponibles de esta clasificacion.
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Figura 3.- Isoformas de TRKA en muestras de ovario. Geles de acrilamida del
Western blot de TRKA en ovario. La figura muestra un gel para la deteccion de TRKA
total (A), TRKA fosforilado (TRKA-p) (B), y B-actina (C), en muestras de ovario inactivo
(Ql), tumor benigno (TBE), tumor borderline (TBO), cancer ovarico epitelial de grado 1
(COE I), cancer ovarico epitelial de grado 2 (COE Il) y cancer ovarico epitelial de grado
3 (COE IIl) (n=7). Las bandas detectadas son de 140 (TRKA I), 110 (TRKA 1) y 100
kDa (TRKA IIlI). Ademas, el analisis de TRKA-p muestra una banda adicional de 41
kDa, presente soélo en algunas de las muestras.
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De un total de 7 muestras analizadas para cada grupo de estudio, la banda de
TRKA-p de 41 kDa fue detectada en 3 muestras de ovario inactivo (Ol), en 2 muestras
de tumor benigno (TBE), en 4 muestras de tumor borderline (TBO), en 5 de 6 muestras
de cancer ovarico epitelial de grado 1 (COE I), en 4 muestras de cancer ovarico
epitelial de grado 2 (COE Il) y en 6 muestras de céancer ovérico epitelial de grado 3
(COE Ill). Expresando estos resultados como porcentaje, vemos que la banda de
41kDa fue detectada en un 43% de las muestras de ovario inactivo; en un 29% de
tumores benignos; en un 57% de tumores borderline; en un 83% de muestras de
cancer ovarico epitelial de grado 1; en un 57% de muestras de cancer ovarico epitelial
de grado 2; y en un 86% de muestras de cancer ovarico epitelial de grado 3. Si
consideramos todas las muestras de cancer ovarico, vemos que la banda de 41 kDa

fue detectada en un 75% de ellas.
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Figura 4.- Niveles de TRKA de 41 kDa en muestras de cancer ovarico. Niveles
de la isoforma de TRKA-p de 41 kDa, expresados como unidades arbitrarias (UA), con
respecto a (B-actina, en muestras de ovario inactivo (Ol), tumor benigno (TBE), tumor
borderline (TBO), cancer ovarico epitelial de grado 1 (COE I), cancer ovérico epitelial
de grado 2 (COE Il) y cancer ovarico epitelial de grado 3 (COE IIl). Los resultados

estan expresados como el promedio + el error estandar de la media (n=7).
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Expresamos también estos resultados agrupando las clasificaciones de tumores
borderline (TBO) y cancer ovarico epitelial de grado 1 (COE 1), y de cancer ovérico
epitelial de grados 2 y 3 (COE Il y COE lll, respectivamente). Se hizo esto debido al
bajo nimero de muestras en las cuales se detecto la banda de 41 kDa, y a que la
diferencia histologica entre las clasificaciones agrupadas es baja, pudiendo incluso a
veces llevar a ser clasificadas indistintamente en cualquiera de ellas. El hacer esto nos
permite, ademas, apreciar de forma mas clara el comportamiento de la banda de 41
kDa en las muestras de ovario, con un leve aumento en sus hiveles a medida que
progresa la enfermedad, aunque no haya sido posible encontrar diferencias

significativas entre estos grupos.
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Figura 5.- Niveles de TRKA de 41 kDa en muestras de ovario. Niveles de la
isoforma de TRKA-p de 41 kDa, expresados como unidades arbitrarias (UA), con
respecto a (-actina, en muestras de ovario inactivo (Ol); tumor benigno (TBE); tumor
borderline (TBO) y cancer ovarico epitelial de grado 1 (COE I); y cancer ovarico
epitelial de grados 2 (COE Il) y 3 (COE lll). Los resultados estan expresados como el

promedio + el error estandar de la media (n=7).

Ademas, como se ve en la Figura 6, calculamos la relacién de la banda de 41 kDa
de TRKA con los niveles totales de las 3 isoformas del receptor, con el fin de averiguar
cual de estas 3 isoformas de alto peso molecular de TRKA es la que es cortada por

ADAM17, para originar la forma de menor peso molecular detectada. Este analisis dio
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como resultado un aumento en muestras de cancer ovarico epitelial poco diferenciado,
con respecto a muestras de tumores benignos, para las relaciones entre la banda de
41 kDa y las bandas de 140 (TRKA I) y 110 (TRKA Il) kDa de TRKA total. No
encontramos diferencias significativas al analizar la banda de 100 kDa de TRKA total
(TRKA II).

A TRKA 41kDa/TRKA 140kDa Total B TRKA 41kDa/TRKA 110kDa Total

*

TRKA-p 41kDa/TRKA 140kDa total (UA)
TRKA-p 41kDa/TRKA 110kDa total (UA)

C TRKA 41kDa/TRKA 100kDa Total

2.04

1.04

0.5+

0.0~

TRKA-p 41kDa/TRKA 100kDa total (UA)

&

<

Figura 6.- Aumento de la relacion entre las bandas de 41 kDay TRKA de 140y
110 kDa Total en muestras de cancer ovarico pobremente diferenciado. Relacion
entre TRKA 41 kDa/TRKA | Total (A), TRKA 41 kDa/TRKA Il Total (B) y TRKA 41
kDa/TRKA IIl Total (C), expresado como unidades arbitrarias (UA), en muestras de
ovario inactivo (Ol), tumor benigno (TBE), tumor borderline (TBO), cancer ovarico
epitelial de grado 1 (COE 1), cancer ovarico epitelial de grado 2 (COE Il) y cancer
ovarico epitelial de grado 3 (COE IIl) (p<0,05). Los resultados estan expresados como

el promedio * el error estandar de la media (n=7).
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OBJETIVO 2. NIVELES DE ADAM17 EN OVARIO, Y SU RELACION CON TRKA

Al estudiar la proteina ADAM17 por Inmunohistoquimica en muestras de ovario
incluidas en parafina, vemos que esta metaloproteinasa se localiza principalmente en
las células epiteliales, con una tincion débil en el estroma. La tincidbn encontrada es
citoplasmética, observandose un patrén granular, con una intensidad de la
inmunodeteccion mayor en las muestras de cancer pobremente diferenciado (COE III).

Para la realizacion de la Inmunohistoquimica para ADAM17, el anticuerpo utilizado

reconoce tanto la pro-forma como la forma activa de la proteina.
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Figura 7.- Inmunodeteccion de ADAM17 en células epiteliales de ovario. Las
microfotografias muestran la inmunodeteccion citoplasmatica de ADAM17 en tejidos de
Ovario Inactivo (Ol), Tumor Benigno (TBE), Tumor Borderline (TBO), Cancer Ovarico
Epitelial de grado 1 (COE 1), Cancer Ovarico Epitelial de grado 2 (COE Il) y Cancer
Ovarico Epitelial de grado 3 (COE lll). Los controles negativos se presentan en el
inserto de cada microfotografia. La barra representa 50 um, con un aumento de 1000x
(n=7).
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El andlisis de la expresién de ADAM17, tanto mediante la intensidad de tincion, por
H-Score, como por el porcentaje de células positivas para esta proteina, presenté un
aumento significativo desde las muestras de tumor borderline (TBO) hasta céancer
ovarico epitelial de grado 3 (COE Ill) (p<0,05). Las muestras de ovario inactivo (Ol) y
tumor benigno (TBE) también presentaron una alta inmunodeteccion de ADAM17,
observandose una disminucién significativa (p<0,01, p<0,001), en comparacién con las
muestras de TBO y COE I, punto en el cual comienzan a aumentar los niveles de la

proteina.
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Figura 8.- Alta inmunodeteccion de ADAM17 en muestras de cancer ovarico
epitelial de grado 3. Semi-cuantificacion de la intensidad de tincion de ADAM17 como
H-Score (A) y como porcentaje de células con tincién Positiva (B), en muestras de
ovario inactivo (Ol), tumor benigno (TBE), tumor borderline (TBO), cancer ovarico
epitelial de grado 1 (COE I), cancer ovarico epitelial de grado 2 (COE 1l) y cancer
ovarico epitelial de grado 3 (COE Ill). (* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). Los resultados

estan expresados como el promedio * el error estandar de la media (n=7).
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También se realiz6 un analisis considerando sélo las muestras de cancer ovarico,
como se presenta en la Figura 7. Estos resultados muestran diferencias significativas,
semi-cuantificado como H-Score y como porcentaje de células positivas, entre las
muestras de cancer bien diferenciado (COE I) y cancer pobremente diferenciado (COE
) (***p<0,001).
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Figura 9.- Mayor inmunodeteccién de ADAM17 en muestras de Cancer Ovarico
Epitelial pobremente diferenciado. Semi-cuantificacion de la intensidad de tincién de
ADAML17 por H-Score (A) y por porcentaje de células con tincién positiva (B), en
muestras de cancer ovarico epitelial de grado 1 (COE 1), cancer ovarico epitelial de
grado 2 (COE Il) y cancer ovarico epitelial de grado 3 (COE IIl). (* p<0,05, ** p<0,01,
*** n<0,001). Los resultados estan expresados como el promedio + el error estandar de

la media (n=7).
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Al hacer un estudio de la correlacion de los resultados obtenidos para la
Inmunohistoquimica de ADAM17, tanto por H-Score como por porcentaje de células
positivas, con los datos obtenidos para TRKA-p (Tesis de Marcela Mufioz) mediante la
misma metodologia, encontramos una correlacion positiva significativa entre ambas

proteinas, al comparar los grupos de cancer ovarico.

A H-Score en COE

Pearsonr 0,6081

P value 0,0057 (**)

2.0 25 3.0 3.5 4.0
ADAM17

% de células positivas en COE

Pearsonr 0,7563

P value 0,0002 (***)

0 50 100 150
ADAM17

Figura 10.- Correlacion positiva entre las proteinas TRKA-p y ADAM17 en
Céancer Ovarico Epitelial. Correlacion de los valores de H-Score (A) y porcentaje de
células positivas (B) entre TRKA-p y ADAM17 en muestras de cancer ovarico epitelial
de grado 1 (COE 1), cancer ovarico epitelial de grado 2 (COE Il) y cancer ovarico
epitelial de grado 3 (COE Ill) (** p<0,01, *** p<0,001).
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Ademas de los estudios de Inmunohistoquimica, se analiz6 ADAM17 mediante
Western blot, utilizando el mismo anticuerpo. Aunque éste detecta tanto la pro-forma
como la proteina activa, los analisis de Western blot permiten identificar una de estas
formas de forma preferente sobre la otra. Asi, es posible analizar principalmente la
banda que corresponde a la forma activa de la proteasa (=75 kDa). Sin embargo, al
realizar los Western blot vimos la aparicion de una banda muy intensa de =50 kDa. Al
buscar en la literatura encontramos que, al no usar un inhibidor de metaloproteinasas
durante la extraccibn de proteinas, se cortaria la forma activa de ADAM17,
apareciendo una banda intensa en la region de los 50 kDa (Schlondorff y cols., 2000).
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Figura 11.- ADAM17 en muestras de ovario. Geles de acrilamida del Western blot
de ADAML17 en ovario. La figura muestra un gel para la deteccion de ADAM17 en
muestras de ovario inactivo (Ol), tumor benigno (TBE), tumor borderline (TBO), cancer
ovarico epitelial de grado 1 (COE 1), cancer ovarico epitelial de grado 2 (COE Il) y
cancer ovarico epitelial de grado 3 (COE lll). Las bandas detectadas son de 75 y 50
kDa (n=7).

En los resultados obtenidos con este anticuerpo en tejidos ovéricos, para un n=7
(excepto en la clasificacion COE I, donde s6lo se contd con 5 muestras), se observa un
aumento aparente de ADAM17 en muestras de cancer ovarico de grados 2 y 3, aunque

no fue posible encontrar diferencias significativas entre los grupos analizados.
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ADAM17 en tejidos ovaricos
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Figura 12.- Niveles de la forma activa de ADAM17 en muestras de ovario. Semi-
cuantificacion de la forma activa de ADAM17 con respecto a B-actina, expresado en
unidades arbitrarias (UA), en muestras de ovario inactivo (Ol), tumor benigno (TBE),
tumor borderline (TBO), cancer ovarico epitelial de grado 1 (COE 1), cancer ovéarico
epitelial de grado 2 (COE IlI) y cancer ovarico epitelial de grado 3 (COE Ill). Los

resultados estan expresados como el promedio * el error estandar de la media (n=7).
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OBJETIVO 3. LOCALIZACION CELULAR DE ADAM17 Y TRKA

El primer paso en el analisis de la localizacién celular de las proteinas TRKA y
ADAM17, fue la estandarizacion de los anticuerpos utilizados en las lineas celulares,
mediante la realizacion de Inmunocitoquimicas. Una vez que se obtuvieron las
condiciones ideales para cada una de las proteinas, se procedié a efectuar la
Inmunofluorescencia para TRKA y ADAML17, para el posterior analisis mediante

Microscopio Confocal.

Los resultados de las Inmunocitoquimicas para TRKA y ADAM17 en las lineas
celulares de epitelio de la superficie ovarica humana (HOSE) y de cancer ovarico
epitelial (A2780), muestran una inmunodeteccion a nivel citoplasmética, de patron
granular, para ambas proteinas, apreciandose un aumento en la intensidad de la

tincidon café en la linea celular de cancer ovérico.
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TRKA

HOSE A2780

Figura 13.- Inmunodeteccién de TRKA en lineas celulares. Las microfotografias
muestran la inmunodeteccion de TRKA en lineas celulares de epitelio de la superficie
ovarica humana (HOSE) y de cancer ovarico epitelial (A2780). Los controles negativos
se muestran en el inserto de cada microfotografia. La barra representa 50 pm, con un
aumento de 1000x (n=3).
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Figura 14.- Inmunodeteccion de ADAM17 en lineas celulares. Las
microfotografias muestran la inmunodeteccion de ADAML17 en lineas celulares de
epitelio de la superficie ovarica humana (HOSE) y de cancer ovérico epitelial (A2780).
Los controles negativos se muestran en el inserto de cada microfotografia. La barra
representa 50 um, con un aumento de 1000x (n=3).
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El andlisis de la inmunodeteccion de TRKA y ADAM17 en las lineas celulares HOSE
y A2780 muestra un aumento significativo de ambas proteinas en la linea celular de
cancer ovarico epitelial (p<0,001).

Ademas, al comparar los niveles de inmunodeteccion de TRKA y ADAM17 en las
lineas celulares HOSE y A2780, se encuentra una mayor inmunodeteccion de ADAM17
que de TRKA en ambas lineas.
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Figura 15.- Mayores niveles de TRKA y de ADAM17 en la linea celular de
cancer ovarico epitelial. Semi-cuantificacion de la inmunodeteccién de TRKA (A) y
ADAM17 (B) en células de las lineas de epitelio de la superficie ovarica humana
(HOSE) y de cancer ovarico epitelial (A2780), expresada como la saturacion de color,
en Unidades Arbitrarias (UA). Las barras representan el promedio + el error estandar
de la media de tres experimentos (*** p<0,001).

Posteriormente, la realizacion de las Inmunofluorescencias para TRKA y ADAM17

en estas lineas celulares muestra una fluorescencia de membrana tanto para ADAM17
como para TRKA.
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Figura 16.- Inmunofluorescencia de TRKA y ADAM17 en las lineas celulares
HOSE y A2780. La inmunofluorescencia roja representa a TRKA y la verde, a
ADAML17. Se muestra también la sobreposicion de ambas imagenes. Los controles
negativos se muestran en el inserto superior izquierdo. La barra representa 50 um, con

un aumento de 1000x (n=3).
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Luego de haber estandarizado las condiciones mas apropiadas para ambos
anticuerpos, se realizé un andlisis en microscopio confocal de ambas proteinas. A
continuacion se muestran microfotografias representativas de experimentos en la linea
celular A2780. No se presentan resultados en la linea celular HOSE, ya que al
momento de analizar estas células, vimos que se habian despegado de los
portaobjetos.

Figura 17.- Microfotografias representativas analizadas con microscopio
confocal, de TRKA y ADAM17 en la linea celular A2780. La inmunofluorescencia
roja representa a TRKA y la verde, a ADAM17. Se muestra también la sobreposicion
de ambas imégenes. El control negativo se muestra en el inserto inferior izquierdo de la

altima microfotografia. La barra representa 50 um, con un aumento de 600x (n=1).
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Figura 18.- Microfotografias representativas analizadas con microscopio
confocal, de TRKA y ADAM17 en la linea celular A2780. La inmunofluorescencia
roja representa a TRKA y la verde, a ADAM17. Se muestra también la sobreposicion
de ambas imégenes. El control negativo se muestra en el inserto inferior izquierdo de la

ultima microfotografia. La barra representa 50 um, con un aumento de 1800x (n=1).
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OBJETIVO 4. EFECTO SOBRE TRKA DEL USO DE UN INHIBIDOR DE ADAM17

Con el fin de analizar el efecto de la inhibicion de la actividad de la proteasa sobre la
isoforma de 41kDa de TRKA fosforilado, se utilizé un inhibidor especifico de ADAM17
(TAPI-0). En los resultados ademas se muestran las bandas de 140, 110 y 100 kDa de
TRKA.

En los experimentos en los cuales se utilizé el inhibidor de ADAM17, TAPI-O, se
probaron tres tiempos distintos de incubacién (5, 10 y 15 min), encontrandose la
méaxima inhibicion a los 5 minutos. Es por esto, que los resultados presentados
consideran solamente dicho tiempo.

Control TAPI5 PMA

150 kDa ——> 140 kDa

—> 100 kDa

Mo —> 100 kDa

75 kDa

50 kDa ¥

—> 41kDa
37£a

Figura 19.- Isoformas de TRKA en la linea celular A2780, al usar un inhibidor y
un estimulador de la actividad de ADAM17. La figura muestra un gel para la
deteccion de TRKA fosforilado (TRKA-p) en la linea celular de cancer ovérico epitelial
(A2780), al usar un inhibidor de ADAM17 (TAPI-0) y un estimulador de la actividad de
ADAM17 (PMA). Las bandas detectadas son de 140, 100 y 41 kDa.

Al expresar los resultados como la variaciébn de cada banda de TRKA-p con

respecto a la condicién control, encontramos un leve aumento esperado en las bandas
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de mayor peso molecular del receptor, aunque dicho aumento no fue significativo. Sin
embargo, no fue posible apreciar el efecto esperado en la banda de 41 kDa, donde, al
inhibir la actividad de ADAM17, se esperaba ver una disminucion de sus niveles.

En cuanto al uso de PMA, con el fin de estimular la actividad de ADAM17,
encontramos una leve disminucién en los niveles de las isoformas de TRKA de 140 y
100 kDa, aunque los resultados no fueron significativos. También observamos un

aumento en los niveles de la banda de 41 kDa, aunque tampoco fue significativo.
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Figura 20.- Variacion de los niveles de TRKA con respecto a la condicion
control, al usar un inhibidor y un estimulador de la actividad de ADAM17.
Relacién entre los niveles proteicos de TRKA | fosforilado (TRKA I-p) (A), TRKA I
fosforilado (TRKA 11-p) (B), TRKA 11l fosforilado (TRKA 111-p) (C) y TRKA fosforilado de
41 kDa (TRKA-p 41kDa) (D), con respecto a la condicién control, expresado en

unidades arbitrarias (UA), al usar un inhibidor de ADAM17 (TAPI-0) y un estimulador de
ADAM17 (PMA) (n=3).
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Si analizamos la relacién entre la banda de 41 kDa con respecto al resto de las
isoformas del receptor, tampoco pudimos encontrar diferencias significativas, aunque
vemos mayores niveles en dichas relaciones al usar el estimulador de la actividad de
ADAML17. Al utilizar TAPI-0, en cambio, no vimos una disminucién clara en la relacién

de la banda de 41 kDa respecto al resto de las isoformas.
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Figura 21.- Relacion entre las isoformas de TRKA en la linea celular A2780, al
usar un inhibidor y un estimulador de la actividad de ADAM17. Relacion entre la
banda de 41 kDa y las bandas de TRKA I (A), TRKA Il (B) y TRKA IlI (C), expresado en
unidades arbitrarias (UA), al usar un inhibidor de ADAM17 (TAPI-0) y un estimulador de
ADAM17 (PMA) (n=3).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Nuestro grupo habia mostrado previamente que el receptor TRKA podria ser
considerado un marcador de mal prondstico en cancer ovarico epitelial, debido a que
tanto el receptor total como el fosforilado o activo, aumentan con la progresion del

cancer ovarico epitelial.

Resultados de esta tesis muestran la presencia de tres transcritos del receptor
TRKA, obtenidos por PCR convencional, tanto en muestras de ovario como en una
linea celular de cancer ovérico epitelial. En las muestras de cancer ovarico epitelial
pobremente diferenciado (COE lll), se encontraron mayores niveles del mRNA de los
tres transcritos, lo cual sugiere un rol importante del receptor TRKA en la progresion de
esta malignidad.

Mediante Western blot, fue posible detectar bandas de 140, 110 y 100 kDa, tanto
para TRKA total como para TRKA-p, que corresponde a la forma activa del receptor.
Las bandas de 140 y 110 kDa del receptor TRKA han sido descritas en la literatura
(Cabrera y cols., 1996), siendo la de 140 kDa la banda que cladsicamente se describe
como TRKA. En algunos casos también se detecta una banda de 110 kDa, que ha sido
referida como una banda del receptor que no se encuentra totalmente glicosilado
(Cabreray cols., 1996).

En cuanto a la expresion de una isoforma de TRKA de 100 kDa detectada por
Western blot, este resultado es de especial interés, ya que estudios en neuroblastoma
(Tacconelli y cols., 2004) y en timo (Tacconelli y cols., 2007), muestran la existencia de
una isoforma de TRKA, a la cual denominaron TRKA lll, de 100 kDa, que no se une ni
responde a NGF (Tacconelli y cols.,, 2004), encontrandose activada de forma
constitutiva, independientemente del ligando. Ademas, ellos vieron que la expresion de

este transcrito del receptor era regulada por hipoxia. Es por ello que resulta interesante
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el aparente aumento de la isoforma TRKA Il en las muestras de cancer ovarico
epitelial, ya que si se comprueba que esta isoforma de TRKA también actda como
oncogen, su presencia y aumento en estas muestras podria explicar en parte el
aumento de actividad de TRKA observado en el cancer ovarico (Davidson y cols.,
2003; Campos y cols., 2007; Tapia y cols., 2011).

La presencia del receptor TRKA-p correspondiente a la banda 41 kDa que se ha
encontrado en los tejidos de ovario humano, y segun los antecedentes bibliogréaficos al
respecto, indicaria que puede ser producto de un corte de uno o mas de los receptores
de mayor peso molecular, y que corresponderia a un producto constituido por el
dominio transmembrana y el dominio intra-citoplasmatico. Sin embargo, no sabemos si
este receptor se comportan como un encogen. Aunque no fue posible encontrar
diferencias significativas en la banda de 41 kDa en los distintos tipos de tejidos
ovaricos, el andlisis de esta banda del receptor parece aumentar progresivamente a
medida que progresa el cancer ovarico, encontrAndose con bajos niveles en las
muestras de ovarios normales inactivos. Esto nos indicaria que esta banda de menor
peso molecular podria estar cumpliendo un papel en la progresion de la enfermedad. El
no haber encontrado diferencias significativas en los niveles de la banda de 41 kDa
podria deberse a que esta banda no fue detectada en todas las muestras analizadas,
particularmente en aquellas correspondientes a los estados tempranos de la progresion
de la enfermedad. Sin embargo, esta misma situacién resulta interesante, si se
considera que esta forma de TRKA-p fue detectada en un 75% de las muestras de
cancer ovarico analizadas, lo cual nos sugiere que esta banda de menor peso
molecular podria estar cumpliendo un papel importante en la progresién de la

enfermedad, y posiblemente sea un oncogen.

Por otra parte, al relacionar los niveles de la banda de 41 kDa con aquellos del resto
de las isoformas del receptor, encontramos un aumento en dicha relacién en las
muestras de céncer ovérico epitelial pobremente diferenciado (COE lll), en
comparacion con muestras de tumores benignos. Este aumento fue significativo para la
relacion con las bandas de 140 (TRKA 1) y 110 kDa (TRKA 1) del receptor, lo cual nos

sugiere que son estas isoformas de TRKA las que podrian ser blanco de ADAM17,
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para dar origen a la banda de 41 kDa encontrada.

También hemos encontrado expresién de la metaloproteinasa ADAM17 en ovario,
con una tincién citoplasmatica en las células epiteliales. Los resultados de la
Inmunohistoquimica muestran un aumento en su inmunodetecciébn en muestras de
cancer ovarico de grado 3 (COE IIl), en comparacion a muestras de tumores borderline
(TBO). También se encontraron diferencias significativas entre los distintos grados de
diferenciacién del cancer ovarico, al analizar s6lo las muestras de COE |, COE Il y
COE Il (cancer ovérico epitelial de grados 1, 2 y 3, respectivamente), encontrandose
una mayor inmunodeteccion en las muestras de cancer ovarico menos diferenciado o
COE Ill, en comparacion a las muestras de céncer bien diferenciado o COE I. Estos
resultados sugieren que ADAM17 puede ser importante en la progresion de la

enfermedad.

Ademas, encontramos una correlacion positiva, dada por el coeficiente de
correlacion de Pearson, entre las proteinas ADAM17 y TRKA-p. Tanto para las
mediciones de H-Score como de porcentaje de células positivas, se obtuvo una
relacion positiva significativa entre ambas proteinas en las muestras de cancer ovarico
epitelial de todos los grados de diferenciacion. Esto nos indica que los niveles de
ambas proteinas se encuentran relacionados de forma tal, que si una de ellas
aumenta, también lo hace la otra. Asi, estos resultados nos estarian dando una primera
aproximacion sobre la relacion que existe entre el receptor TRKA y la metaloproteinasa

ADAML17 en el cancer ovarico epitelial.

Resultados no publicados de nuestro laboratorio, muestran un aumento significativo
en los niveles del transcrito de ADAM17 en muestras de ovario, entre las muestras de
ovario inactivo y tumores benignos, en comparaciéon con cancer ovarico epitelial de
grado 2 (COE II). Sin embargo, el andlisis de las muestras de cancer no muestra
diferencias significativas entre ellas. Esto nos indicaria que las diferencias significativas
gue encontramos entre las 3 clasificaciones de cancer ovarico epitelial mediante

Inmunohistoquimica, podrian ser resultado de variaciones en los niveles proteicos de
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ADAM17, por efecto de cambios post-traduccionales, como son el paso de la pro-forma

de la proteina a su forma activa.

Con el propdésito de esclarecer este ultimo punto, es que analizamos los niveles de
ADAM17 en ovario mediante Western blot. Aunque encontramos niveles levemente
mas elevados de la proteasa en muestras de cancer ovarico epitelial de grados 2 y 3,
éstos cambios no fueron significativos. Sin embargo, el aparente aumento de la forma
activa de ADAM17 en el cancer ovarico epitelial mas avanzado, ademas de los altos
niveles encontrados mediante la semi-cuantificacion de las Inmunohistoquimicas, nos
sugiere que esta metaloproteinasa podria estar participando en la metastasis de este
tipo de cancer. Hay trabajos que muestran tal rol de ADAM17, como el de Rosso y
cols., 2007, quienes encontraron que ADAM17 aumenta la liberacion in vitro de la
forma soluble de ALCAM (Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule), molécula que

podria estar involucrada en la metastasis en el cancer ovarico.

Al realizar tanto las Inmunocitoquimicas como las Inmunofluorescencias, para
analizar la localizacién celular de TRKA y de ADAM17, vimos que la inmunodeteccion
de ambas proteinas parecia no ser exclusiva de la membrana plasmatica. A pesar de
qgue las células no fueron permeabilizadas, la fijacion con paraformaldehido al 4%
durante 15 minutos de igual forma parece haber permeabilizado un poco la membrana
plasmatica, ya que observamos tincion intensa en la zona perinuclear de las células. Al
realizar la Inmunofluorescencia, no fue posible observar fluorescencia sélo en la
membrana citoplasmatica, sino que también parece observarse en el citoplasma y la
region perinuclear. Estos resultados estan de acuerdo a lo reportado en la literatura,
donde se describe una localizacion perinuclear y de membrana para ambas proteinas

(Diaz-Rodriguez y cols., 2002).

En cuanto a la semi-cuantificacion de la inmunodetecciéon de ADAM17 y TRKA en
las lineas celulares, encontramos mayores niveles de ambas proteinas en la linea
celular de cancer ovarico epitelial (A2780), en comparacion con la linea celular de

epitelio de la superficie normal del ovario (HOSE).
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El analisis de la localizacion celular de ADAM17 y TRKA realizado en un
microscopio confocal, muestra una cercania entre ambas proteinas en la membrana
celular, observada al sobreponer las microfotografias de las fluorescencias roja (para
TRKA) y verde (para ADAM17). Este resultado confirma asi lo observado al analizar las

Inmunofluorescencias.

En los experimentos realizados con un inhibidor de la actividad de ADAM17 (TAPI-
0), se esperaba ver un efecto sobre la banda de TRKA-p de 41 kDa, ya que si esta
forma es resultado de la eliminaciéon del ectodominio del receptor, por efecto de la
metaloproteinasa, al inhibir ADAM17 se esperaba encontrar una consecuente

disminucion en los niveles de la banda de TRKA-p de 41 kDa.

Al analizar el efecto de un inhibidor y un activador o estimulador de ADAM17 en la
linea de cancer ovarico epitelial, no se encontraron cambios segun lo esperado. El uso
del inhibidor TAPI-0 durante 5 minutos no nos permitié ver la disminucién esperada en
los niveles de la banda de 41 kDa del receptor TRKA. Ademas, se observan mayores
niveles de las bandas de 140, 110 y 100 kDa a los 5 min de incubacién con TAPI-0, sin
embargo, estos no son significativos. Ya que no se observé disminucién en los niveles
de la banda de 41 kDa de TRKA al usar TAPI-0, pensamos que la concentraciéon de
TAPI-0 que se utilizé no fue suficiente para inhibir la actividad de ADAM17. Ademas, un
problema recurrente en el uso de inhibidores de proteinas ADAMs, es la baja
especificidad que poseen (Tape y cols., 2011). Esto se debe a que la mayoria de ellos
se encuentran disefiados contra el sitio activo, resultando en la inhibicion preferencial

de una proteina ADAM sobre las otras.

Por otra parte, el uso de PMA para estimular la actividad de ADAM17 mostr6 un
aumento en los niveles de TRKA-p de 41 kDa, acompafiado por una disminucion de los
niveles de las bandas de 140 y 100 kDa. Sin embargo, al igual que los resultados con

TAPI-0, en este caso tampoco fue posible encontrar diferencias significativas.
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Los resultados encontrados luego de la realizacion de esta tesis, muestran por
primera vez la presencia de isoformas del receptor TRKA en ovario, encontrandose
mayor expresion de los tres transcritos detectados del receptor en muestras de cancer

ovarico epitelial menos diferenciado.

Los mayores niveles encontrados en la relacion de la banda de 41 kDa del receptor
TRKA, con respecto a las isoformas del receptor TRKA |y TRKAII, en las muestras de
cancer ovarico epitelial pobremente diferenciado, nos sugieren que esta isoforma de
menor peso molecular podria estar cumpliendo un papel importante en esta
enfermedad, tal vez favoreciendo la mantencion del cancer ovérico. Es por ello que
resulta interesante también la relacién que se detectd entre los niveles de ADAM17 y

del receptor TRKA en las muestras de cancer ovarico.

La alta expresion proteica de ADAM17 encontrada tanto en los tejidos de cancer
ovarico, como en la linea celular de céncer ovarico, podria indicar que esta
metaloproteinasa estaria cumpliendo un papel importante en esta malignidad, tal vez
ayudando a la remodelacion del tejido, o cortando ectodominios de receptores y

factores de crecimiento, promoviendo su actividad.

El que el receptor TRKA pueda ser uno de los posibles blancos de ADAM17, podria
servir para el estudio y desarrollo de terapias que inhiban la actividad de ADAM17.
Ademas, si se elimina el ectodominio del receptor TRKA a la circulacion, su deteccion

podria servir como un marcador tumoral diagnéstico en el cancer ovarico epitelial.
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