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RESUMEN

El cancer ovarico epitelial (COE) es el cancer ovarico mds comun, siendo en Chile la segunda
causa de muerte por neoplasias ginecoldgicas.

Un aspecto importante para la mantencién y progresién tumoral es el establecimiento de
nueva vasculatura. En COE, NGF y su receptor TRKA son mediadores directos de
angiogénesis in vitro, e indirectos al inducir la expresion y secrecién de VEGF. El factor
transcripcional RUNX2 induce procesos oncogénicos como proliferacion, migracién e
invasion celular. Adicionalmente, se cree que RUNX2 puede ser un mediador de
angiogénesis tumoral, ya que en varios modelos de cancer promueve la expresion de VEGF
y sus niveles proteicos se incrementan en hipoxia.

En COE, RUNX2 los niveles se relacionan con mal prondstico y en modelos in vitro promueve
proliferaciéon, migracién e invasién en células de cancer ovarico, sin embargo, no existen
estudios que busquen vincularlo con angiogénesis en este cancer.

Hipétesis: En cancer ovarico epitelial se produce un aumento en los niveles de RUNX2, y en
la linea celular A2780 de cancer ovarico sus niveles son incrementados por los factores
proangiogénicos NGF e hipoxia cuando se comparan con la linea celular HOSE de epitelio
superficial ovarico normal.

Objetivos: Establecer si RUNX2 se expresa en cancer ovarico epitelial, si sus niveles se
incrementan con la progresién de la transformacion maligna del epitelio ovarico, y
determinar si en el modelo de lineas celulares, RUNX2 es aumentado por las condiciones
proangiogénicas de hipoxia y estimulo con NGF.

Metodologia: Se evaluaron los niveles proteicos de RUNX2 en tejidos ovaricos (OVI, ovario
normal inactivo; TBE-TBO, tumores ovaricos Benignos y Borderline; y COE) mediante
Western Blot, y a través de inmunohistoquimica se determind el % células positivas con
RUNX2 nuclear. En las lineas celulares HOSE y A2780 se evaluaron los niveles proteicos de
RUNX2 en extractos totales y en fracciones subcelulares mediante Western Blot, y su
localizacion subcelular mediante inmunocitoquimica. Adicionalmente, se realizaron
estimulos con NGF, CoCl; y ensayos de hipoxia en ambas lineas celulares, para

posteriormente determinar los niveles proteicos de RUNX2 y HIF-1a por Western Blot.



Resultados: Se determiné que los tejidos ovaricos correspondientes a TBE-TBO y COE
presentaron un mayor porcentaje de células positivas para RUNX2 nuclear respecto a lo
observado en OVI. Por otro lado, ambas lineas celulares, HOSE y A2780, presentaron RUNX2
con localizacién principalmente nuclear, mostrando la linea HOSE niveles mas altos
respecto a la linea A2780. Los estimulos con NGF y CoCl, no modificaron los niveles
proteicos de RUNX2 en las lineas celulares en las condiciones analizadas. Por otra parte, se
determind que en la linea celular HOSE los niveles de RUNX2 disminuyen durante hipoxia,
manteniéndose constantes los de HIF-1a. En el caso de las células A2780, no se observaron
cambios en los niveles de las proteinas RUNX2 y HIF-1a en condiciones de hipoxia.
Conclusiones: El presente trabajo permite concluir que los tejidos transformados de epitelio
ovdrico poseen un alto porcentaje de células con RUNX2 nuclear. Consistente con esto, la
linea celular A2780 presenta altos niveles de RUNX2 en el nucleo, sugiriendo estos
antecedentes un rol de RUNX2 en COE. Por otro lado, en las condiciones evaluadas, NGF e
hipoxia no produjeron cambios en los niveles de RUNX2 en las lineas celulares.
Proyeccién: Es necesario realizar nuevos ensayos para determinar con certeza si las
condiciones proangiogénicas de NGF e hipoxia pueden inducir angiogénesis a través de
RUNX2 en COE. En el caso de NGF es necesario evaluar si este puede influenciar la actividad
transcripcional de RUNX2, y en el caso de hipoxia, se requiere modificar las condiciones
experimentales para determinar con mayor seguridad si la restriccion de oxigeno afecta los

niveles de RUNX2.

Vi



ABSTRACT

RUNX2 levels in epithelial ovary cancer and the effect of NGF and hypoxia proangiogenic

factors on their in vitro levels

Epithelial ovarian cancer (COE) is the most common ovarian cancer, being Chile the second
cause of death due to gynecological neoplasias.

An important aspect for tumor maintenance and progression is the establishment of new
vasculature. In COE, NGF and its TRKA receptor are direct mediators of in vitro angiogenesis,
and indirectly by inducing VEGF expression and secretion. RUNX2 transcriptional factor
induces oncogenic processes such as cell proliferation, migration and invasion. In addition,
it is believed that RUNX2 may be a mediator of tumor angiogenesis, since in several cancer
models it promotes the expression of VEGF and its protein levels increase in hypoxia.

In COE, RUNX2 levels are related to poor prognosis and in vitro models promote
proliferation, migration and invasion in ovarian cancer cells, however, there are no studies
that seek to link it with angiogenesis in this cancer.

Hypothesis: In epithelial ovarian cancer there is an increase in RUNX2 levels, and in the
A2780 cell line of ovarian cancer their levels are increased by the proangiogenic factors NGF
and hypoxia when compared to the HOSE cell line of normal ovarian surface epithelium.
Objective: To establish whether RUNX2 is expressed in epithelial ovarian cancer, if its levels
increase with the progression of malignant transformation of ovarian epithelium, and to
determine if RUNX2 is increased in the cell lines model by the proangiogenic conditions of
hypoxia and stimulation with NGF.

Methods: RUNX2 protein levels in ovarian tissues (OVI, normal ovary, TBE-TBO, Benign
ovarian tumors and Borderline, and COE) were evaluated by Western Blot, and by means of
immunohistochemistry the percentage of RUNX2 nuclear positive cells was determined. In
the HOSE and A2780 cell lines the protein levels of RUNX2 in total extracts and subcellular
fractions were evaluated by Western Blot, and its subcellular localization by

immunocytochemistry. Additionally, stimuli were performed with NGF, CoCl; and hypoxia
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assays in both cell lines, to later determine the protein levels of RUNX2 and HIF-1a by
Western Blot.

Results: It was determined that the ovarian tissues corresponding to TBE-TBO and COE
presented a higher percentage of RUNX2 nuclear positive cells than observed in OVI. On the
other hand, both cell lines, HOSE and A2780, presented RUNX2 with mainly nuclear
localization, showing the line HOSE levels higher than the line A2780. The stimuli with NGF
and CoCl; did not modify the protein levels of RUNX2 in the cell lines in the conditions
analyzed. On the other hand, it was determined that in the HOSE cell line the levels of
RUNX2 decrease during hypoxia, keeping those of HIF-1la constant. In the case of A2780
cells, no changes were observed in the levels of the RUNX2 and HIF-1a proteins under
conditions of hypoxia.

Conclusions: The present work concludes that the transformed tissues of ovarian
epithelium possess a high percentage of cells with nuclear RUNX2. Consistent with this, the
A2780 cell line presents high levels of RUNX2 in the nucleus, suggesting this background a
RUNX2 role in COE. On the other hand, under the conditions evaluated, NGF and hypoxia
did not produce changes in the RUNX2 levels in the cell lines.

Projection: Further testing is required to determine with certainty whether the
proangiogenic conditions of NGF and hypoxia may induce angiogenesis tHRPough RUNX2 in
COE. In the case of NGF it is necessary to evaluate if this can influence the transcriptional
activity of RUNX2, and in the case of hypoxia, it is necessary to modify the experimental

conditions to determine more safely if the oxygen restriction affects RUNX2 levels.
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I. INTRODUCCION

. 1. CANCER OVARICO

I. 1. 1. Clasificacién de las neoplasias ovdricas humanas

Las neoplasias ovdricas humanas corresponden a un grupo heterogéneo de tumores
clasificados en 3 categorias de acuerdo a su origen histoldgico; (1) Tumores principales
(derivados del epitelio superficial ovdrico, estroma y células germinales del ovario), (2)
Tumores minoritarios (tumores de origen histoldgico incierto, con componentes celulares
de origenes diversos y tumores no especificos del ovario) y, (3) Tumores no neopldsicos
(Scully R., 1987). Son particularmente relevantes los tumores derivados del epitelio
superficial ovarico, denominados cdncer de ovario epitelial (COE), ya que constituyen cerca
del 90% de las neoplasias malignas y son el cancer ovarico mas letal (Auersperg N. et al.,

2001 Crosbie E. J. & Menon U., 2005; Fleming J. et al., 2006).

I. 2. CANCER OVARICO EPITELIAL

I. 2. 1. Epidemiologia

El cancer ovdrico epitelial es la primera causa de muerte por neoplasias ginecolégicas en
EE.UU (Centers for disease Control and Prevention, CDC, 2015; Siegel R.L. et al., 2015). En
Chile, por su parte, el cadncer ovarico constituye la segunda causa de muerte por tumores
ginecoldgicos, precedido por el cancer cervicouterino y seguido por el cancer del cuerpo
uterino (Instituto Nacional de Estadisticas, 2015).

I. 2. 2. Factores protectores y de riesgo

Los factores de riesgo asociados al desarrollo de cdncer ovarico son; (1) historia familiar de
cancer de ovario, (2) nuliparidad, (3) tratamientos de hiperovulacién, (4) menarquia
temprana, (5) menopausia tardia, (6) aumento en la edad, (7) factores ambientales y (8)
enfermedades de ovario poliquistico e inflamatoria pélvica. Condiciones geograficas,
raciales y sociales parecen ser relevantes, ya que poblaciones de mujeres blancas e hispanas
tienen una mayor incidencia de cdncer ovarico respecto a poblaciones de mujeres

afroamericanas, asiaticas, originarias de islas del Pacifico, indoamericanas y originarias de



Alaska (Centers for Disease Control and Prevention, 2015). Por otro lado, entre los factores
protectores se pueden sefialar; (1) tratamiento con anticonceptivos orales (ACO), (2)
embarazo/multiparidad, (3) primer embarazo a una edad temprana, (4) lactancia, (5)
ligamiento de trompas e (6) histerectomia (Prasad U., 2004; Guppy A.E. et al., 2005).

I. 2. 3. Sintomatologia

Aunque el COE se describe como una patologia asintomatica, estudios detallados muestran
que solo un 5 % de las pacientes carecen de sintomas. Las manifestaciones clinicas son
inespecificas, e incluyen dolor abdominal (36 % de los casos), aumento de volumen e
hinchazén abdominal (61 y 57 % de los casos respectivamente), fatiga (47 % de los casos),
alteraciones alimentarias, pélvicas, gastrointestinales y genitourinarias (Goff B.A. et al,,
2000; Hennessy B., et al., 2009.).

I. 2. 4. Diagnéstico

Las manifestaciones fisicas relevantes en el diagndstico del COE incluyen; una masa ovarica
palpable, ascitis, efusiones pleurales y una masa umbilical denominada ndédulo de Mary
Joseph. Habitualmente se realiza una ultrasonografia transvaginal (TVS) donde la deteccién
de una masa ovarica con componentes sdélidos y quisticos sugiere la presencia de cancer
ovarico (Prasad U. 2004). Estudios de imagenologia como resonancia magnética (MRI) y
tomografia computarizada (CT) (National Library of Medicine, 2014), y la medicidn
plasmatica del marcador tumoral CA-125 pueden contribuir al diagndstico. Generalmente
la biopsia es necesaria para el diagndstico definitivo (Prasad U., 2004; Guppy A.E. et al.,
2005; Hennessy B. et al., 2009).

I. 2. 5. Tratamiento

El tratamiento para el COE contempla cirugia con histerectomia y salpingo-ooforectomia
uni/bilateral (BSO), examinacion de las superficies peritoneales, omentectomia, biopsias de
nodos linfaticos (para-adrticos y pélvicos) y de los lavados peritoneales. Cuando hay
compromiso del peritoneo se administra quimioterapia intravenosa (basada en

carboplatino y un taxano) posterior a la cirugia (Hennessy B. et al., 2009).



I. 2. 6. Prondstico

La inespecificidad de los sintomas y la falta de buenos marcadores diagndsticos conducen a
la deteccion tardia del COE, lo que se relaciona con su elevada mortalidad. Entre las
pacientes que fueron diagnosticadas en estados tempranos de la enfermedad (estado |
FIGO), la sobrevida luego de 5 afios de realizado el diagndstico es cercana al 90 %. Sin
embargo, en estados avanzados la sobrevida se reduce y oscila entre 30/50 % (estado Il
FIGO) y el 13 % (estado IV FIGO) (Hennessy B. et al., 2009).

I. 2. 7. Etiologia

Se ha sugerido que el COE surge de lesiones en epitelios extraovaricos que se depositan
sobre el ovario dando origen a neoplasias (Kurman R. & Shih IM., 2010; Kurman R. & Shih
IM., 2011). Sin embargo, la idea mas aceptada indica que el COE surge a partir de la
transformacion de las células epiteliales que recubren la superficie ovarica y que
constituyen una monocapa (Auersperg N. et al., 2001; Murdoch W.J. & McDonnel A. C,,
2002; Fleming J. et al., 2006). Las células de epitelio superficial ovdrico también recubren
internamente los quistes de inclusion (presentes en el interior del estroma ovarico) y las
invaginaciones de la superficie ovarica que son sitios favorecidos para la conversiéon
neoplasica (Auersperg N. et al., 2001; Fleming J. et al., 2006).

I. 2. 8. Clasificacion del cancer ovdrico epitelial

El COE se clasifica en 5 categorias segun el fenotipo que sus células adquieren con la
transformacién neopldsica; (1) COE seroso (células similares al epitelio de las trompas de
Falopio), (2) COE mucinoso (células parecidas al epitelio del endocérvix), (3) COE
endometrioide (células similares al epitelio endometrial), (4) COE de células claras (células
semejantes al epitelio del mesonefro) y (5) COE Brenner (células parecidas al epitelio
urotelial) (Scully R., 1987; Auersperg N. et al., 2001).

Recientemente se ha clasificado el COE en 2 categorias segln sus caracteristicas
moleculares y la agresividad en la presentacién de la enfermedad; (1) COE tipo |,
corresponden adenomas o cystoadenomas de bajo potencial maligno (LMP), que surgen
lentamente a partir de quistes de inclusion. Esta categoria también incluye el carcinoma

seroso de bajo grado, el carcinoma endometriode de bajo grado, el carcinoma mucinoso, el



carcinoma de células claras y el carcinoma de Brenner. A nivel gendmico son relativamente
estables y se caracterizan por mutaciones en KRAS, BRAF, ERBB2, CTNNB1, PTEN, PIK3CA,
ARIDIA y PPP2R1A (Fleming J. et al., 2006; Bast R. et al., 2009; Kurman R. & Shih IM., 2011);
(2) COE tipo I, este tipo de cancer surge de forma espontdnea, sin lesiones precursoras y
con presentacion agresiva. En esta categoria se encuentran los carcinomas seroso y
endometriode de alto grado. Frecuentemente presentan mutaciones en TP53 y disfuncién
en la expresién de BRCA1 y BRCA2, genes supresores de tumores (Fleming J. et al., 2006;
Bast R. et al., 2009; Kurman R. & Shih IM., 2011).

I. 3. FACTOR DE CRECIMIENTO NERVIOSO, NGF

I. 3. 1. Generalidades sobre NGF

El factor de crecimiento nervioso (NGF) pertenece a una familia de proteinas homdlogas
denominadas neurotrofinas, las cuales median crecimiento, sobrevida y diferenciacidon
neuronal. NGF regula estos procesos en neuronas colinérgicas del sistema nervioso central,
y neuronas motoras como sensoriales del sistema nervioso periférico (Chao M.V. et al.,
2006; Skaper S.D., 2012). NGF ejerce sus efectos celulares al activar 2 receptores,
denominados Receptor Tirosina Kinasa A (TRKA) y p75. El primero es un receptor con
actividad tirosina kinasa que presenta alta afinidad por NGF, mientras que el segundo es un
receptor sin actividad catalitica, de la familia de los Receptores del Factor de Necrosis
Tumoral (TNF-R), que une todas las neurotrofinas con baja afinidad. El receptor TRKA, como
otros con actividad tirosina kinasa, promueve las vias de sefializacion de Fosfatidil inositol
3 kinasa/Proteina serina/treonina kinasa-RAC (PI3K/AKT), Proteinas kinasas activadas por
mitdgenos/Kinasa regulada por senales extracelulares (MAPK/ERK) y Fosfolipasa C-yl
(PLCy1), relacionadas con proliferacién, sobrevida, diferenciacién celular y actividad
transcripcional diversa. Por su parte, la activacion del receptor p75 promueve la vias de las
Kinasas c-Jun N-terminal (JNK) y del Factor nuclear kB (NF-kB), con efectos pro-apoptéticos

y de sobrevida respectivamente (Reichardt L.F., 2006).



I. 3. 2. NGF en el ovario normal humano

NGF y TRKA son expresados en foliculos del ovario fetal y adulto (Anderson R.A. et al., 2002;
Abir R. et al., 2005; Salas C. et al., 2006; Seifer D.B., 2006). En contraste, los niveles de NGF
y TRKA son muy bajos en el epitelio superficial ovarico y la forma activa del receptor, p-
TRKA, es practicamente indetectable en este tejido (Tapia V. et al., 2011). Por otro lado, el
receptor P75 es expresado durante el ensamble folicular en las células que constituyen la
pregranulosa (Anderson R.A. et al., 2002; Abir R. et al., 2005). En fases gestacionales
avanzadas y en nifias de hasta 10 meses, P75 se ha observado en estructuras neurales de la
corteza y la médula ovarica, asi como en células de la teca (Streiter S. et al., 2016).

Un rol importante de NGF y TRKA en el ovario normal, seria promover la angiogénesis
ovdrica que precede a la ovulacién (Vera C. et al., 2014). Esta idea surge de estudios que
muestran que NGF estimula la produccion del Factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) en células de la granulosa humana (Julio-Pieper. et al., 2009).

I. 3. 3. NGF en cancer ovarico epitelial y su rol como factor proangiogénico

NGF y TRKA se encuentran sobreexpresados en COE, tanto en el epitelio como en el
endotelio del carcinoma ovarico, y la forma activa del receptor, p-TRKA, sélo es detectable
en los tejidos con transformacion maligna y no en el epitelio normal o en neoplasias
benignas (Tapia V. et al., 2011). Concordantemente, la linea celular A2780 correspondiente
a carcinoma ovarico, expresa NGF y TRKA, este ultimo, en niveles mas altos que células de
epitelio superficial ovarico normal, células HOSE (Girardi S., 2011). Adicionalmente, NGF
favoreceria la proliferacidn celular e inhibiria la apoptosis en COE al incrementar los niveles
de AKT fosforilado y la relacién entre el Regulador de apoptosis Bcl-2 y la Proteina X
asociada a Bcl-2 (BCL-2/BAX), entre otros mecanismos (Urzta U. et al., 2012).
Especialmente relevante es la relacion de NGF con la angiogénesis en el cancer ovarico
epitelial. En explantes de carcinoma ovarico NGF induce un incremento significativo de los
transcritos 121, 165 y 189 de VEGF respecto a sus efectos en el tejido normal.
Concomitantemente, NGF aumenta los niveles secretados de VEGF en los tejidos
transformados comparados a los tejidos normales (Campos X. et al., 2007). La linea celular

A2780 también responde a NGF con la secrecion de VEGF, el cual actia sobre células



endoteliales humanas, EA.hy926, induciendo angiogénesis in vitro. Mdas aun, ademas de
promover la expresion y secrecion de VEGF en células tumorales, NGF actua directamente
sobre el endotelio, induciendo su proliferacién, migracidn y diferenciacidn in vitro. En estos
casos, NGF media sus efectos a través de su receptor TRKA (Tapia V. et al., 2011). Estos
antecedentes muestran que NGF es un factor que induce la angiogénesis de manera directa,
al actuar sobre el endotelio, y de forma indirecta, al estimular la expresion y secrecion de

VEGF por las células tumorales (Campos X. et al., 2007; Tapia V. et al., 2011).

l. 4. HIPOXIA

I. 4. 1. Hipoxia como factor pro-angiogénico

La hipoxia, definida como un nivel de oxigeno inferior al 20 %, es una condiciéon conocida
por ser uno de los estimulos mds importantes en la induccidon de angiogénesis. En cadncer,
la vascularizacion del tumor inducida por hipoxia es fundamental, porque permite su
crecimiento, mantencion, y posibilita la metastasis (Pugh C. & Ratcliffe P., 2003).

El mecanismo principal a través del cual la hipoxia promueve fendmenos angiogénicos, es
la estabilizacién de los Factores transcripcionales inducidos por hipoxia (HIF-1a y HIF-2a),
gue controlan la expresién genes involucrados en diversos procesos, entre ellos la
formacién de vasos. Durante condiciones normdxicas los factores HIF son hidroxilados por
asparraginil y prolil-hidroxilasas, las cuales inhiben su unién a co-activadores y posibilitan
su ubiquitinacién para la degradacién proteosomal respectivamente. Durante la hipoxia las
hidroxilasas se mantienen inactivas al carecer de oxigeno, un sustrato para la modificacién
de HIF-1/2a, con lo cual estas proteinas se incrementan favoreciéndose su actividad
transcripcional (Pugh C. & Ratcliffe P., 2003).

Los genes inducidos a través de las proteinas HIF-1/2a median diversos aspectos de la
angiogénesis, como vasodilatacidon, aumento en la permeabilidad vascular, extravasacion
de proteinas plasmaticas, degradacion de matriz extracelular, liberacién de factores de
crecimiento, proliferacion, migracién y estabilizacién de las células endoteliales,
reclutamiento de pericitos, células de musculo liso, células angiogénicas circulantes y

progenitoras endoteliales, ademds de la maduracién, mantencién, remodelamiento y



diferenciacién de los vasos (Krock B. et al., 2011). Uno de los factores angiogénicos mas
importante y conocido, cuya expresion es aumentada HIF-1a durante la hipoxia, es VEGF.
Esta relacion fue sugerida en la década de los 90°, cuando Shweiki D. el al, mostraron que
en tejidos de glioblastoma multiforme, el desarrollo de vasos sanguineos estaba
espacialmente asociado con células que expresaban y secretaban VEGF, y que
adicionalmente esta vascularizacion era préxima a regiones necrdticas del tejido,
probablemente como consecuencia de un ambiente hipdxico (Shweiki D. el al, 1992).
Aunque la expresiéon de VEGF es ampliamente controlada por HIF-1a durante la hipoxia,
también se ha mostrado que en modelos murinos, y bajo ciertas condiciones, algunos
tejidos knock-out para HIF-1a pueden expresar altos niveles de Vegf. Asi, este y otros
antecedentes indican la existencia de otros factores que modulan la expresién de

Vegf/VEGF (Kotch L. et al., 1999).

I. 5. FACTOR TRANSCRIPCIONAL RELACIONADO A RUNT-2, RUNX2

I. 5. 1. Generalidades sobre RUNX2

El factor transcripcional 2 relacionado a Runt (RUNX2) es miembro de la familia de factores
transcripcionales RUNX. Estas proteinas pueden actuar como activadores o represores de
la transcripcion y median procesos esenciales durante el desarrollo embrionario (Schoeder
T.M. et al., 2005). Particularmente, RUNX2 es clave en la osteogénesis (Kobayachi T. &
Kronenberg H., 2005) y en la morfogénesis dental (D’ Souza R.N. et al., 1999).
Adicionalmente, estos factores fueron vinculados a fenédmenos carcinogénicos, siendo
RUNX1 y RUNX2 considerados preferentemente como proteinas oncogénicas, y RUNX3
usualmente considerado como un supresor tumoral (Blyth K. et al., 2005).

I. 5. 2. Regulacion de RUNX2

A nivel transcripcional RUNX2 es regulado por 2 promotores, que dan origen
respectivamente a las 2 isoformas principales de RUNX2, Isoforma Il (larga) e Isoforma |
(corta) (Stock M. & Otto F., 2005). Varios factores transcripcionales regulan la expresién de
RUNX2. Ademds, ensayos in vitro indican que RUNX2 es capaz de autorregularse

transcripcionalmente (Stock M. & Otto F., 2005). La expresiéon de RUNX2 también es



controlada a nivel post-transcripcional por varios miRNA, entre ellos miRNA-23b y miR-338-
3p (Li W. etal., 2014).

En un nivel post-traduccional, el factor RUNX2 es sujeto de fosforilaciones, acetilaciones y
ubiquitinacion. Estas modificaciones pueden promover o inhibir su actividad transcripcional
al modular interacciones con otras proteinas, al influir en su capacidad de unir DNA o al
regular su degradacion proteosomal, entre otros mecanismos (Schoeder T.M. et al., 2005;
Jonason J.H. et al., 2009; Chuang L.S.H. et al., 2013).

Mudltiples ligandos estan involucrados en la regulacion transcripcional y post-traduccional
de RUNX2. Entre estas sefiales se pueden mencionar, el contacto con la matriz extracelular,
(Tsuji K. et al., 1998; Lee K.S. et al., 2000; Alliston T. et al., 2001; Banerjee C. et al., 2001;
Drissi H. et al., 2002; Franceschi R.T. & Xiao G., 2003; Otto F. et al., 2003; Jonason J.H. et al,,
2009; Chuang L.S.H. et al., 2013). Concomitantemente, estas sefales vinculan a RUNX2 con
variadas vias de transduccion intracelular, entre ellas las vias de las MAPK y PI3K/AKT (Otto
F. et al., 2003; Chuang L.S.H. et al., 2013).

I. 5. 3. Rol de RUNX2 en procesos angiogénicos

Ensayos en la linea celular MSS31, de endotelio murino, indican que Runx1 y 2 modulan la
expresiéon de proteinas proangiogénicas y que promueven proliferacion, migracién y
formacién estructuras tubulares que asemejan vasos sanguineos in vitro. Adicionalmente,
en este modelo tanto los niveles de las proteinas Runx1/2, asi como su capacidad de unir a
DNA, se incrementan en respuesta a VEGF y al Factor de crecimiento de fibroblastos 2
(FGF2), también conocidos por su importancia en la vascularizacion (Namba K. et al., 2000).
Por otro lado, en la linea celular de endotelio humano, HBME-1, RUNX2 se incrementa en
respuesta al Factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), favoreciendo migracion,
invasion, cambios morfolégicos asociados a diferenciacidn y al arresto del ciclo celular (Sun
L. etal., 2001). Mas aun, ensayos de reportero en células HEK293 muestran que la expresiéon
de RUNX2 incrementa significativamente la actividad del promotor de VEGF (Lee S.H. et al.,
2012).

In vivo, embriones de ratén knock-out para Runx2 carecen de vascularizacién en las zonas

hipertréficas del hueso en desarrollo, y presentan una reduccién significativa en los niveles



de Vegf y sus receptores 1 y 2 en esas regiones. Ensayos complementarios in vitro,
establecieron que Runx2 modula directamente la transcripcion de Vegf al unirse y activar
su promotor (Zelzer E. et al., 2001).

En un contexto patoldgico, también parece existir una asociacion de RUNX2 y angiogénesis.
En la linea celular de cancer de préstata humano C4-2B PCa /RX2P%X (derivada de C4-2B),
RUNX2 se asocia a un incremento en la expresidon de moléculas proangiogénicas como VEGF
(Baniwal S. et al., 2010). En las células PC3 (linea celular de cancer prostatico humano con
alto potencial metastasico), RUNX2 se encuentra incrementado, y modula positivamente
los niveles de VEGF y Metaloproteinasa 9 (MMP-9), asi como la capacidad de invasién de
estas células (Akech J. et al,, 2010). De forma semejante, en la linea celular de céncer
mamario humano, SUM159, RUNX2 induce la expresion de MMP-9, MMP-13 y VEGF (Pande
S. et al., 2013). Como en otros casos, RUNX2 promueve la expresion de VEGF en lineas
celulares de cancer tiroideo (WRO, TPC-1 y 8305C) y de condrosarcoma humano (CS-1y JJ)
(Sun X. et al., 2009; Niu D.F. et al., 2012).

I. 5. 4. RUNX2 y su relacion con los factores HIF e Hipoxia

Ensayos en lineas celulares murinas (fibroblastos multipotenciales, preosteoblastos, células
condrogénicas) y humanas (HEK293, células de rifidn embrionario humano) indican que
RUNX2 potencia la actividad transcripcional de HIF-1a en normoxia, al disminuir su
degradacion proteosomal, facilitar su unién al DNA al heterodimerizar con este factor y al
aumentar su translocacién nuclear. También se ha determinado que RUNX2 favorece la
actividad transcripcional de HIF-1a en hipoxia, pero en este caso no se conocen los
mecanismos (Kwon T.G. et al., 2011; Lee S.H. et al., 2012).

Estudios in vitro han sugerido que los niveles de RUNX2, transcrito y proteina, pueden ser
incrementados en hipoxia (Kwon T.G. et al., 2011; Lee S.H. et al., 2012). Mas aun, se ha
reportado que procesos asociados a HIF-1/2a e hipoxia, modulan los niveles de RUNX2. Asi
por ejemplo, la inhibicidon de prolil-hidroxilasas, las cuales permanecen inactivas durante
hipoxia permitiendo la estabilizacién de los factores HIF, media un aumento en los niveles
proteicos de RUNX2 al disminuir su degradacion proteosomal (Rahman S.U. et al., 2014).

Sumado a lo anterior, se ha mostrado que el promotor P1 de RUNX2 tiene un sitio de unién



a HIF-2a, el cual es funcional in vitro, pudiendo promover un aumento en los niveles de
transcrito y proteina de RUNX2 (Tamiya H. et al., 2008).

Otros estudios relacionan RUNX2 e hipoxia en modelos de cdncer. Los primeros
antecedentes provienen de la sub-linea celular de cancer de préstata humano, LNCaP-H1,
desarrollada a partir de la linea LNCaP (linea celular de metdstasis de cancer de prdstata
humano) sometida a varios ciclos de hipoxia. El andlisis del transcriptoma después del
tratamiento muestra la sobreexpresion de varios de genes, entre ellos RUNX2,
determindndose ademas que este factor media, al menos en parte, el incremento en el
potencial invasivo que experimentaron estas células (Butterworth K.T. et al., 2008). Por otra
parte, roedores que han desarrollado tumores por implantacidon de xendgrafos de células
LNCaP, y que posteriormente fueron sometidos a terapia hormonal con Bicalutamida,
indican que este farmaco conduce a una condicion de hipoxia que se agudiza en el tiempo
asociandose con una reduccién de la irrigacion sanguinea y disminucién en la expresién de
genes como VEGFy BCL-2. No obstante, transcurridos varios dias se produce un incremento
de los niveles de transcrito de RUNX2, que antecede un aumento en la expresién de VEGF
y la recuperacién de la irrigacién tumoral, indicando que RUNX2 es inducido por hipoxia.
Ensayos in vitro con células LNCaP confirman que Bicalutamida, que actia como un inductor
de hipoxia, asi como la reduccidn directa de los niveles de oxigeno, inducen un incremento
en la expresion de RUNX2 (Browne G. et al., 2012; Ming L. et al., 2013).

En multiples otros contextos se ha observado que la hipoxia promueve la expresidon de
RUNX2. Asi por ejemplo, se ha determinado que los hematomas formados luego de
fracturas dseas que se caracterizan por presentar un ambiente hipdxico, experimentan un
aumento en la expresion de genes pro-inflamatorios, asociados al metabolismo aerdbico y
genes relacionados con angiogénesis como HIF-1a, RUNX2 y VEGF (Kolar P. et al., 2011).

I. 5. 5. RUNX2 en cancer ovarico epitelial

Existen pocos estudios sobre la relacion de RUNX2 con céncer ovarico epitelial. Estos
muestran que los carcinomas ovaricos con bajo potencial maligno, aquellos con alto grado
y los implantes de carcinoma en el omentum, tienen niveles proteicos de RUNX2

significativamente mas altos comparados con tejidos normales (Wang Z.Q. et al., 2013).
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Adicionalmente, se ha observado que pacientes con cancer ovdrico de etapas avanzadas
presentan niveles mayores de RUNX2 comparados con aquellas pacientes que se
encuentran en fases mas tempranas de la patologia. Estudios clinicos también indican que
una elevada expresiéon de RUNX2 se relaciona con una menor sobrevida total y libre de
progresién (Li W. et al., 2012).

Por otro lado, estudios in vitro realizados en lineas celulares de cancer ovarico, SCOV3 y
A2780s, indican que RUNX2 promueve la proliferacion e incrementa la capacidad de
migracion e invasion de estas células. La evaluacion de los perfiles de expresién génica tras
el knock-down de RUNX2, sefiala que este factor transcripcional favoreceria la expresion de
genes asociados a metabolismo energético, crecimiento, proliferacién y motilidad celular,
e inhibiria la expresidon de genes relacionados con la morfologia celular y apoptosis en las
lineas celulares mencionadas (Wang Z.Q. et al., 2013).

Uno de los mecanismos que conducirian a la sobreexpresién de RUNX2 en el carcinoma
ovarico, seria la reduccién significativa de miR-23b que se ha observado en estos tejidos.
Los ensayos in vitro muestran que mirR-23b se comporta como un supresor tumoral al
reducir los niveles de RUNX2 e inhibir sus efectos sobre la proliferaciéon, migracién e
invasion en las lineas celulares SCOV3 y OVCAR3 (Li W. et al., 2014). Hallazgos de nuestro
laboratorio concuerdan con lo anteriormente sefialado, ya que muestran que miR-23b se
encuentra disminuido significativamente en los tejidos de cancer ovarico y en la linea celular

A2780 (Cuevas P. 2014).

. 6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La angiogénesis es un proceso fundamental en cancer, posibilita el suministro de nutrientes
y oxigeno necesarios para la mantencién del tumor, y permite la migracién de las células
malignas hacia sitios distantes donde pueden generar metastasis. Asi, resulta muy
importante conocer los factores y mecanismos involucrados en la generacién de
vasculatura tumoral. Los antecedentes presentados muestran que el factor NGF posibilita
varios procesos en cancer ovarico epitelial, entre ellos, la angiogénesis tumoral.

Adicionalmente, se ha mostrado que la activacién de su receptor tirosina kinasa TRKA, es
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esencial en estos eventos. Por otro lado, la privacidn de oxigeno, hipoxia, es un evento que
ocurre tempranamente en el desarrollo tumoral, y que actia como estimulo para induccion
de varios tipos de genes, muchos de los cuales estan asociados con angiogénesis.

El factor transcripcional RUNX2 ha sido relacionado con muchos tipos de cancer, donde se
ha descrito como una proteina con funciones oncogénicas. Recientemente se ha vinculado
RUNX2 con cancer ovarico epitelial, considerandose como un factor de mal prondstico. Los
estudios disponibles indican que RUNX2 es un mediador que permite procesos de
proliferacion, migracién y metastasis tumoral, sin embargo, muchos estudios también
relacionan a RUNX2 con la estimulacion de angiogénesis en contextos fisioldgicos y
patoldgicos. Como se ha mencionado, RUNX2 es una proteina altamente regulada tanto a
nivel transcripcional como post-traduccional. Entre los mecanismos descritos que
contribuyen al aumento de su expresion, aparecen la activacién de receptores tirosina
kinasa y la privacién de oxigeno.

Asi, considerando todas las relaciones presentadas puede sugerirse un vinculo entre NGF,

hipoxia y RUNX2 en cancer de ovario epitelial, proponiéndose el siguiente modelo;

TRKA /

. y
—E * RUNX2 ? «—

RUNX2 VEGF ~~——~~—-~ No=si
XRTAAANAR

Angiogénesis

Figura 1. Modelo propuesto. En este modelo las células de cancer ovarico epitelial expresan RUNX2 y sus niveles proteicos
son incrementados por las condiciones proangiogénicas de hipoxia y estimulo de NGF. NGF: Nerve growth factor, TRKA:

Tyrosine receptor kinase A, O,: Oxigeno, RUNX2: Runt related factor-2, VEGF: Vascular endothelial growth factor.
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Il. HIPOTESIS

En cancer ovarico epitelial se produce un aumento en los niveles de RUNX2, y en la linea
celular A2780 de cancer ovarico sus niveles son incrementados por los factores
proangiogénicos NGF e hipoxia cuando se comparan con la linea celular HOSE de epitelio

superficial ovarico normal.

Ill. OBJETIVO GENERAL

Establecer si RUNX2 se expresa en cancer ovdrico epitelial, si sus niveles se incrementan
con la progresion de la transformacién maligna del epitelio ovarico, y determinar si en el
modelo de lineas celulares, RUNX2 es aumentado por las condiciones proangiogénicas de

hipoxia y estimulo con NGF.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar si el factor transcripcional RUNX2 se expresa en tejidos de epitelio ovarico, vy si
sus niveles se incrementan con la progresion del cancer ovarico epitelial.

2. Establecer si RUNX2 se expresa en lineas celulares de ovario, y determinar si sus niveles
se encuentran incrementados en la linea celular de cancer ovarico, A2780, respeto a la linea
celular epitelio superficial ovarico normal, HOSE.

3. Determinar si NGF induce un aumento en los niveles de RUNX2 en las lineas celulares
HOSE y A2780.

4. Establecer si la condicién de hipoxia produce un incremento en los niveles de RUNX2 en

las lineas celulares HOSE y A2780.

13



3

V. MATERIALES Y METODOS
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V. 2. Ensayos ex vivo

V. 2. 1. Obtencidn y clasificacion histolégica de muestras de tejidos ovaricos derivados de
pacientes;

Las muestras de tejidos ovaricos fueron obtenidas de pacientes con una edad promedio de
53 afios que fueron sometidas a histerectomia con ooferectomia (uni o bilateral) u
histerectomia radical. Las muestras fueron proporcionadas por el Instituto Nacional del
Cancer, INC, el Instituto de Investigaciones Materno Infantil, IDIMI, el Hospital de la FACH,
la Clinica las Condes, CLC, y el Hospital Clinico de la Universidad de Chile, HCUCH.

Previo a la cirugia las pacientes leyeron, comprendieron y firmaron un consentimiento
informado, el cual permite la obtencidn y la posterior utilizaciéon de las muestras de tejido.
Dicho consentimiento informado ha sido autorizado por el Comité de Etica del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile.

Para la clasificacion histolégica de las muestras de ovario, éstas fueron examinadas en el
Hospital San Borja Arriaran por el Andtomo-Patdélogo Dr. Fernando Gabler Neale. Segun su
analisis, las muestras de tejido ovarico, fueron clasificadas en 6 categorias;

V. 2. 1. a. Muestras de Ovario Normal Inactivo, OVI; corresponden a fragmentos de ovarios
normales, en los cuales ha cesado el proceso ovulatorio como consecuencia de la
menopausia, es decir, son inactivos. Como se menciond, el ovario normal esta cubierto por
una monocapa de células epiteliales de morfologia plana (susceptibles a transformaciones
benignas y malignas), y puede presentar quistes de inclusidon con un didmetro inferior a 1
cm. Dichos quistes estdn definidos por una monocapa de células epiteliales normales
derivadas de la superficie ovarica. Estas muestras se obtuvieron de pacientes que no
padecen enfermedades ovaricas.

V. 2. 1. b. Muestras de Tumor Benigno, TBE; corresponden a fragmentos de ovarios cuya
monocapa de células epiteliales de la superficie, y que recubren los quistes de inclusion,
presentan un grado de transformacion. Se ha modificado su forma plana, observandose
ahora una morfologia que rememora un epitelio columnar. En estos tumores se pueden

identificar quistes de inclusién con un didmetro superiora 1 cm.
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V. 2. 1. c. Muestras de Tumores Borderline, TBO; también denominados Tumores de Bajo
Potencial Maligno, LMP, corresponden a fragmentos de tumores ovaricos cuyas células del
epitelio superficial se han modificado, constituyendo ahora un epitelio pseudoestratificado.
Por otro lado, estos tumores exhiben grandes quistes de inclusidn, los cuales presentan
prominentes proyecciones papilares, asociadas en algunos casos, a una minima invasion del
epitelio transformado hacia el estroma.

V. 2. 1. d. Muestras de Cancer Ovarico Epitelial Seroso bien diferenciado o de grado I, COE
I; estos tumores muestran una estructura papilar irregular. En este caso la transformacion
del epitelio superficial es mds evidente, observandose un epitelio pseudoestratificado con
invasion hacia el estroma mayor a 3 cm.

V. 2. 1. e. Muestras de Cancer Ovarico Epitelial Seroso moderadamente diferenciado o de
grado IlI, (COE Il); estos tejidos presentan un mayor grado de desdiferenciacion,
observandose mds atipia tanto de la morfologia celular como nuclear. En este caso, la
invasién hacia el estroma presenta mayor extensién y se observan mas focos de
transformacién.

V. 2. 1. f. Muestras de Cancer Ovdrico Epitelial Seroso pobremente diferenciado o de
grado lll, (COE Ill); a diferencia de los anteriores, estos tumores son compactos. La atipia
celular es mucho mayor y es posible observar un alto nimero de células en divisién.
Adicionalmente, en estos tumores se observa una invasion de gran magnitud del epitelio

hacia el estoma.

V. 2. 2. Grupos de estudio;

En este trabajo de investigacién las muestras fueron distribuidas en 3 grupos
experimentales;

V. 2. 2.a. OVI; este grupo considera muestras de ovarios inactivos normales, cuyas células
superficiales epiteliales no han experimentado ningun tipo de transformacién. Por lo tanto,
este serd considerado el grupo control.

V. 2. 2. b. TBE-TBO; este grupo contempla muestras correspondientes a tumores ovaricos

Benignos y Borderline los cuales pueden considerarse como no malignos.
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V. 2. 2. c. COE; este grupo reune todas las muestras de cancer ovarico epitelial seroso,
incluyendo por lo tanto, los cancer con alto, moderado y pobre grado de diferenciacién, es

decir, COE I, COE Il y COE III.

V. 2. 3. Tratamiento y almacenamiento de muestras;

Después de su recepcion, cada una de las muestras de tejidos ovaricos fue dividida en al
menos 3 fragmentos. Uno de ellos fue incluido en parafina y posteriormente seccionado
con un micrétomo para preparar placas con cortes histolégicos de la muestra. Este
procedimiento fue realizado en el Hospital San Borja Arriaran por el Tecnélogo Médico Sr.
Jorge Argandofia. Posteriormente, estos cortes fueron utilizados para la clasificacion
histolégica de los tejidos, por el Andtomo-Patdélogo, Dr. Fernando Gabler N., y para la
realizacion de Inmunohistoquimicas, IHQ. Las fracciones de tejido restantes son

almacenadas a - 80 °C, para ulteriormente ser utilizadas en la obtencidon de RNA y proteinas.

V. 2. 4. Obtencidn y cuantificacion de proteinas de tejidos ovdricos;

Trozos de tejido fueron reservados en Buffer de Lisis, RIPA (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM
NaCl, 0.5 % Desoxicolato de Sodio, 1 % Tritdn, 1 % SDS) con el inhibidor de proteasas y
fosfatasas Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA). Dichos trozos fueron disgregados con un homogenizador
Polytron (Kinematica CH 6010, Kriens/Luzer, Switzerland) obteniéndose un lisado que fue
centrifugado a 1000g durante 20 minutos a 4 °C. Luego se rescatd el sobrenadante el cual
fue centrifugado a 10000 g durante 20 min a 4 °C. Finalmente, se recupero el sobrenadante
gue contiene las proteinas, y estas fueron cuantificadas utilizando el kit BCA Protein Assay

(Pierce, Rockford, lllinois, USA).

V. 2. 5. Imunohistoquimica de RUNX2 en tejidos ovaricos;
Como se ha descrito, parte de las muestras de los tejidos ovaricos fueron incluidas en
parafina, y luego, seccionadas para la obtencién de placas con cortes histoldgicos. Dichos

cortes se utilizaron para realizacién de Inmunohistoquimicas, IHQ. En este caso, los ensayos
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fueron desarrollados para evaluar la presencia y localizacion subcelular de RUNX2 en los
distintos tipos de tejidos ovdricos que se han mencionado. Adicionalmente, esta
inmunodeteccién permitié determinar la proporcion de células que poseen RUNX2 nuclear
en estos tejidos. Las Inmunohistoquimicas fueron efectuadas con el kit UltraVision LP
Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chomogen (Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA). Primeramente, las placas fueron incubadas a 37 °C durante
15 min. A continuacion, los tejidos fueron desparafinadas al ser sumergidos en Xilol durante
10 min. Este paso fue repetido en un segundo Xilol. Luego procedid la hidratacién de los
tejidos, los que fueron sumergidos en una serie de alcoholes con concentraciones
decrecientes (100, 100, 95 y 70 %) y finalmente en agua destilada, H,04, en todos los casos
durante 5 min. Posteriormente, se efectud la recuperacién antigénica. Para ello, las placas
fueron incubadas en Buffer Citrato (Citrato de Sodio 10 mM, pH 6.0) en una vaporera a 95-
98 °C durante 30 min. Transcurrido este periodo, las placas fueron mantenidas a
temperatura ambiente para reducir su temperatura, sumergidas en agua destilada y lavadas
con PBS. Luego, se realizé el bloqueo de la peroxidasa enddgena manteniendo los cortes en
peréxido de hidrégeno, H20,, al 3 %, durante 15 min a temperatura ambiente y oscuridad.
Consecutivamente, las placas fueron lavadas con PBS e incubadas con Ultra V Block (kit
UltraVision LP Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chomogen, Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA) durante 5 min a temperatura ambiente, para
bloquear los sitios de unidn inespecifica. Ulteriormente, los tejidos fueron incubados
durante la noche a 4 °C con el anticuerpo primario anti-RUNX2 [1D8] (ab115899) (Abcam,
Cambridge, UK) diluido en PBS-BSA 2 % en una proporcion de 1:20. Concluida esta etapa,
las placas fueron lavadas con PBS y expuestas a Primary Antibody Enhancer (kit UltraVision
LP Detection System HRP Polymer & DAB Plus Chomogen, Thermo Fisher Scientific, Inc.,
Waltham, Massachusetts, USA) durante 10 min a temperatura ambiente. Esta etapa
aumenta la sensibilidad de la inmunodeteccidon. Nuevamente, las placas fueron lavadas con
PBS, y luego incubadas con HRP Polymer (kit UltraVision LP Detection System HRP Polymer
& DAB Plus Chomogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA)

durante 15 min a temperatura ambiente. Este polimero estd asociado a anticuerpos
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secundarios anti-raton y anti-conejo acoplados a peroxidasa de rdbano picante (HRP,
Horseradish peroxidase). A continuacion, los tejidos fueron expuestos a una mezcla de DAB
Plus Chomogen y DAB Plus Substrate (kit UltraVision LP Detection System HRP Polymer &
DAB Plus Chomogen, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts, USA) durante
45 segundos a temperatura ambiente y oscuridad. Aqui se proporciona 3,3'-
diaminobenzidine, DAB, y Perdxido de Hidrégeno, H,0>, cuya conversion por HRP (asociada
al anticuerpo secundario)permite la deteccion colorimétrica del antigeno de interés. La
aparicidon de un color marrén en los tejidos indicé la presencia de RUNX2. Después del
revelado, las placas fueron lavadas con agua destilada, H,Oq4, durante 5 min. Para una mejor
visualizacién de la localizacion subcelular de la inmunotincidn, los cortes fueron tefiidos con
Hematoxilina de Harris concentrada (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) durante 5 seg,
lo que posteriormente permitié la identificacién del nucleo celular. Luego de la
contratincidn, las placas fueron lavadas con agua corriente y agua destilada, H,Oq4, durante
5 min en cada caso. Los cortes fueron deshidratados sumergiendo las placas en una bateria
de alcoholes con concentraciones crecientes (70, 95, 100, 100 %), durante 5 min en cada
caso, y consecutivamente en Xilol durante 10 min (paso que se repitié en un segundo Xilol).
Por ultimo, cada placa fue sellada con un cubreobjeto utilizando Entellan (Merck Millipore,
Darmstadt, Alemania) como medio de montaje. Transucurridas 24 h, las placas fueron
observadas en el Microscopio Optico Olympus BX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japon).
La adquisicidon de fotografias se realizd con aumentos de 400 y 1000x, utilizandose la
Camara 3.3 RTV (Q Imaging, Surrey, Columbia Britanica, Canadd). El analisis de las
fotografias consistid en el conteo de células con inmunotincién nuclear positiva y negativa
para RUNX2, expresandose el valor obtenido como un porcentaje de células positivas,
respecto al total de células observadas (fotografias capturadas con aumento de 400x).

Considerando todos los grupos de estudio, se analizé un total de 26 placas (OVI, n = 4, TBE-
TBO, n =9, COE, n = 13), capturandose al menos 4 fotografias por cada una de ellas (de
acuerdo a la extension del tejido evaluado) y observandose un promedio de 3.792 células
por placa. Todos los ensayos realizados incluyeron los correspondientes controles

negativos.
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V. 2. 6. Western Blot de RUNX2 en tejidos ovaricos;

Primeramente se realizé la preparacién de muestras, cuya concentracion de proteinas fue
previamente determinada. Para ello, se obtuvo un volumen con un total de 40 ug de
proteinas por muestra, al cual se agregd Buffer de Carga. Esta preparacién fue denaturada
a 95 °C durante 5 min. Posteriormente, las muestras fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida al 8 % y se realizd la electroforesis (SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) durante 4 h a 90 V. En cada uno de los ensayos
efectuados, se incluyé ademads de las muestras el estdndar de pesos moleculares Precision
Plus Protein™ Standars (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, California, USA). Concluida la
electroforesis, se realizé la electrotransferencia (en medio semi hiumedo) de proteinas a
una membrana de nitrocelulosa (Maine Manufacturing LLC, Maryland, USA), en hielo
durante 70 min a 300 mA. A continuacion, para bloquear las uniones inespecificas a la
membrana, estas fueron incubadas en TTBS-BSA 5 %, durante 1 h a temperatura ambiente
y agitacién. Posteriormente, las membranas fueron incubadas toda la noche a 4 °C con el
anticuerpo primario anti-RUNX2 [D1L7F] (Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA), diluido en TTBS-BSA 5 % en una proporcién de 1:500. Ulteriormente,
las membranas fueron incubadas 1 h a temperatura ambiente y agitacion, con el anticuerpo
secundario anti-conejo conjugado a HRP (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, Maryland, USA) diluido en TTBS-BSA 5 % en una proporcién de 1:5000. Entre
las fases de bloqueo y las subsecuentes incubaciones con anticuerpos, las membranas
fueron lavadas 3 veces con TTBS, durante 5 min a temperatura ambiente y agitacién cada
lavado. Finalmente, las membranas fueron reveladas mediante un meétodo
guimioluminiscente utilizando el kit ECL Western blotting detection reagents and analysis
system (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), adquiriendo las imagenes con
el equipo ImageQuant LAS500 (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK). Las
sefiales obtenidas fueron semicuantificadas por densitometria en el programa UN-SCAN-IT
gel 6.1 (Silk Scientific Corporation, Orem, Utah, USA).

En todos los casos se usd B-actina como control de carga. Las etapas de bloqueo e

incubacion con anticuerpos fueron efectuadas en TTBS-Leche 5 %, durante 1 h a
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temperatura ambiente y agitacion. Se uso el anticuerpo primario anti—8-actina CLON AC-15
(Sigma-Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA) en una dilucién de 1: 30000 y el anticuerpo
secundario anti-ratéon conjugado a HRP (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, Maryland, USA) en una dilucién 1: 10000. Las etapas de revelado, captura de
imagenes y analisis de las sefiales se desarrollaron como ya se ha indicado.

Para la identificacion de RUNX2 en las membranas luego del revelado, en uno de los pocillos
del gel se cargan aproximadamente 40 ug de proteinas de lineas celulares de osteosarcoma
humano, como HOS y Sa0Ss, las cuales expresan altos niveles enddégenos de RUNX2.

El tamafio muestral para cada grupo de estudio fue, OVIn =3, TBE-TBONn =8 y COE n =12.

TABLA 1. Especificaciones de los anticuerpos utilizados para Western Blot de tejidos ovaricos
Anticuerpos Dilucién Tipo Proveedor N° de catalogo
Anti-RUNX2 (D1L7F) 1:500 Conejo Monoclonal Cell Signalling # 12556
Anti B-actina 1:30000 Ratén Monoclonal Sigma-Aldrich # A5441
Anti-conejo HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1516
Anti-ratén HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1806

V. 3. Ensayos in vitro

V. 3. 1. Lineas Celulares;

Para el desarrollo de esta investigacidn se utilizaron las siguientes lineas celulares,

V. 3. 1. a. Linea celular de Epitelio Superficial Ovarico Humano, HOSE; esta linea celular
corresponde a células epiteliales normales de la superficie ovérica, las cuales fueron
obtenidas de una paciente post-menopausica con cancer endometrial.

V. 3. 1. b. Linea celular de Cancer Ovarico Epitelial Humano, A2780; esta linea celular ha
sido generada a partir de tejido de carcinoma ovarico obtenido de una paciente sin
tratamiento. Por lo mismo, estas células son sensibles a farmacos.

Las células de ambas lineas presentan morfologia epitelial y crecen adheridas a la superficie

de cultivo formando monocapas.
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V. 3. 2. Cultivos Celulares;

Las lineas celulares HOSE y A2780 fueron cultivadas en medio Dulbecco’s minimal essential
medium/Ham F-12, DMEM/Ham F-12 (Sigma-Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA) carente
de rojo fenol y suplementado con 1,2 gr/ml de bicarbonato de sodio, 10 % de suero fetal
bovino (FBS) penicilina — estreptomicina (Mediatech, Inc., Manassas, Virginia, USA) y 3
ug/ml de Voriconazol (Sigma-Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA). Las células fueron
mantenidas en un incubardor Shell Lab 2424-2 (Sheldon Manufacturing, Inc., Cornelius,
Oregon, USA) a 37 °C, atmdsfera humeda y 5 % de CO,. Cuando los cultivos alcanzaron un
80 % de confluencia, fueron tripsinizados con una solucién Tripsina — EDTA al 0,25 %
(Mediatech, Inc. A. Corning, Manassas, Virginia, USA). Posteriormente, las células fueron
sembradas en cantidades variables en placas de 6 pocillos, labtek, y placas 35, 60 y 1000

mm de diametro, de acuerdo al ensayo a realizar.

V. 3. 3. Inmunocitoquimica de RUNX2 en lineas celulares de tejido ovarico;

Mediante Inmunocitoquimica se evalud cualitativamente la presencia y localizacién de
RUNX2 en las lineas celulares HOSE y A2780. Para estos ensayos las células fueron
sembradas en labtek con medio completo, con 50.000 células por pocillo, y fueron
cultivadas 24 h en medio hiumedo con 5% de CO:. A continuacion, se removid el medio de
cultivo y las células fueron lavadas en PBS, para, posteriormente ser prefijadas en
paraformaldehido 2% (PFA) en PBS pH 7.4 durante 2 min a temperatura ambiente. Luego,
las células fueron fijadas reemplazando la solucion de PFA 2% por PFA 4% en PBS pH 7.4,
por 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se efectuaron lavados con
PBS y las células fueron permeabilizadas con Tritén 0.3% durante 10 min a temperatura
ambiente. Consecutivamente, para el bloqueo de la peroxidasa enddgena las células fueron
lavadas e incubadas en peréxido de hidrégeno, H20,, al 3 % durante 15 min a temperatura
ambiente y oscuridad. Para el bloqueo de uniones inespecificas, las células fueron lavadas
y reservadas en PBS-BSA 2 % durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacion, se
procedid a incubar toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario anti-RUNX2 [1D8]

(ab115899) (Abcam, Cambridge, UK) diluido en PBS-BSA 2 % en una proporcion de 1:50.
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Ulteriormente, las células lavadas fueron incubadas 30 min a 37 °C con el anticuerpo
secundario anti-ratéon conjugado a HRP (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc.,
Gaithersburg, Maryland, USA) diluido en PBS-BSA 2% en una proporcién de 1:300. Luego de
ser lavadas, las células fueron expuestas al cromoégeno Liquid DAB+Sustrate Chomogen
System (Dako, Inc., California, USA) durante 4 min a temperatura ambiente y oscuridad.
Durante este intervalo de tiempo aparece la inmunotincién de color marrén que evidencia
la presencia de RUNX2. Posterior al revelado, las placas fueron lavadas 3 veces durante 2
min con agua destilada, H,Oq4. Para la identificacion del nicleo celular, se efectud la
contratincién de las células aplicando Hematoxilina de Harris (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania) diluida 1:5, durante 1 min 40 seg, luego de lo cual las placas fueron lavadas en
agua corriente durante 3 min. Se efectud la deshidratacion de las células sumergiendo las
placas en agua destilada y una serie de diluciones de etanol con concentraciones crecientes
(70, 95, 100 y 100 %) durante 3 min en todos los casos. Luego, las placas fueron reservadas
en Xilol durante 10 min, paso que se repitid en un segundo Xilol. Por ultimo, las placas
fueron selladas con un cubreobjeto utilizando Entellan (Merck Millipore, Darmstadt,
Alemania) como medio de montaje. Luego de 24 h las placas fueron observadas en el
Microscopio Optico Olympus BX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japdn). Se obtuvieron
fotografias en aumento de 400x utilizando la Cdmara 3.3 RTV (Q Imaging, Surrey, Columbia
Britdnica, Canada). Las imagenes fueron analizadas cualitativamente, identificandose la
presencia y localizacion de RUNX2 en las lineas celulares. Todos los ensayos fueron

realizados con los correspondientes controles negativos

TABLA 2. Especificaciones de los anticuerpos utilizados en las inmunocitoquimicas de tejidos
Anticuerpo Dilucion Tipo Proveedor N° de catalogo
Anti-RUNX2 [1D8] 1:50 Ratén Monoclonal Abcam #ab115899
Anti-conejo HRP 1:300 Cabra Policlonal KPL #074-1516

V. 3. 4. Obtencidn y cuantificacion de proteinas totales de cultivos de las lineas celulares
HOSE y A2780;
Las células fueron cultivadas en las condiciones que se han descrito (seccion V. 3. 2), y

fueron sembradas en distinto nimero y tipo de placas de acuerdo a los requerimientos de
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los ensayos. Para la extraccidn de proteinas, las placas fueron reservadas en hielo, se
removio el medio de cultivo y se realizaron lavados con PBS frio. A continuacién, se agregé
a las placas una solucién de PBS e inhibidor de proteasas y fosfatasas (Halt Protease and
Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, Massachusetts,
USA) y se procedié a raspar la superficie de las mismas para remover las células adheridas.
El contenido de cada placa fue recolectado en un tubo Eppendorfy centrifugado a 10000g
durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante fue descartado y el pellet obtenido fue resuspendido
en Buffer de Lisis (40 mM Tris-HCl pH 6.8, 1.5 % SDS, 15 % Glicerol, 1.5 M Urea) e incubado
en hielo durante 30 min. Para completar la lisis celular, las muestras fueron homogenizadas
con un Sonicador XL-2000-010 (QSonica. LLC, Newtown, Connecticut, USA) aplicando muy
breves pulsos de 22.5 KHz. Las muestras fueron reposadas en hielo y ulteriormente, para
aumentar la concentracidn de proteinas estas fueron centrifugadas al vacio (Concentrator
5301, Eppendorf AG., Hamburgo, Alemania) a 240g durante 2 h aproximadamente.
Finalmente, se cuantificd la concentracién de proteinas con el kit BCA Protein Assay (Pierce,
Rockford, lllinois, USA). En todos los casos, las proteinas fueron extraidas luego de haber
mantenido los cultivos 24 hs en medio sin suero, estando en una confluencia menor o igual

a un 80 %.

V. 3. 5. Obtencidn de fracciones subcelulares a partir de cultivos de las lineas celulares
HOSE y A2780:

Para estos ensayos las células fueron cultivadas en las condiciones mencionadas
anteriormente (seccion V. 3. 2). Cuando los cultivos alcanzaron un mdaximo de 80 % de
confluencia se procedié a desarrollar el fraccionamiento subcelular de acuerdo al
procedimiento desarrollado por Dignam J. et al.,, 1983 para la purificacién de RNA
polimerasas en mamiferos.

Primeramente las células fueron lavadas con PBS e incubadas con tripsina a 37 °C durante
5 min. A continuacion, se agregd medio completo para inhibir la tripsina y se procedio a
remover las células adheridas con un scraper. El contenido de las placas fue recolectado en

un tubo Falcon y centrifugado a 1400g durante 3 min a 4 °C. El sobrenadante fue
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descartado, el pellet resuspendido en 1 ml de PBS y centrifugado a 1400g durante 3 min a
4 °C. Se realizd una tercera centrifugacion en las mismas condiciones y se obtuvo un pellet
lavado (con un volumen variable de acuerdo al ensayo, no superior a 50 pL, que
denominaremos volumen V). Este pellet fue resuspendido en un volumen de Buffer A (10
mM Tris pH 7.9, 1,5 mM MgCl;, 10mM KCI, 0.5 mM DTT, 0.2 mM PMSF) equivalente a 5V.
Las células fueron incubadas en este buffer hipoténico durante 10 min a 4 °C.
Posteriormente, se efectud una centrifugacion a 9500g durante 10 min a 4 °C, luego de la
cual se recuperd el pellet para ser resuspendido nuevamente en Buffer A (volumen de
buffer equivalente a 2V). Esta suspension fue disgregada mecdnicamente con un
homogeneizador de vidrio con pistilo. El homogeneizado obtenido fue centrifugado a 9500g
durante 10 min a 4 °C, tras lo cual se obtuvo un sobrenadante corresponde a un extracto
citosélico, S100, y un pellet que corresponde a la fraccién nuclear. Se agregd Buffer B al
extracto citosélico (se agrega Buffer B 10 X hasta obtener una concentracién de 1X; 30 mM
Tris pH 7.9, 3 mM MgCl,, 140 mM KClI), el cual fue centrifugado a 17000g (la maxima fuerza
posible con la centrifuga disponible) durante 1 h a 4 °C, para luego recuperar el
sobrenadante que corresponde al citosol clarificado. Por otro lado, se afiadié Buffer C
(20mM Tris pH 7.9, 25% Glicerol, 420 M NacCl, 1.5 mM MgCl;, 0.2 mM EDTA, 0.5 mM DTT,
0.5 mM PMSF) a la fraccién nuclear (en un volumen equivalente a 2V), agitdndose 30 min a
4 °C, para luego ser centrifugada a 9500g durante 30 min a 4 °C. Se rescaté el sobrenadante
correspondiente a la fraccidn nuclear soluble, nucleoplasma, y el pellet correspondiente a
cromatina. Esta ultima fraccién fue resuspendida en Buffer E (50 mM Tris pH 7.9, 25%
glicerol, 5 mM MgCI2, 0.5 mM EDTA, 5 mM DTT, 0.2 mM PMSF) en un volumen equivalente
a V, e incubada en hielo durante 45 min para su total homogenizacién. Finalmente se
obtuvieron 3 fracciones subcelulares, enriquecidas en citosol, nucleoplasma y cromatina,
cuya concentracién de proteinas fue posteriormente determinada usando el kit BCA Protein
Assay (Pierce, Rockford, lllinois, USA).

Las proteinas obtenidas fueron utilizadas para la evaluacién, mediante Western Blot, de los
niveles de RUNX2 en las fracciones, con la finalidad de determinar y comparar su

distribucién subcelular en las lineas celulares HOSE y A2780.
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Cada experimento fue efectuado con un minimo de 6x10° células. Debido este elevado
numero, cada n muestral fue realizado en uniplicado. Sin embargo, se extendid el nimero

de ensayosaunn=>5.

V. 3. 6. Determinacion de niveles basales de RUNX2;

Para estas determinaciones las células fueron cultivadas en las condiciones descritas
(seccion V.3.2). Cuando los cultivos presentaron una confluencia igual o menor al 80 %, se
procedié a cambiar el medio con 10 % de FBS a medio sin suero. Las células fueron
mantenidas en dicho medio durante 24 h. Posteriormente se extrajeron proteinas totales
de estos cultivos segiin lo mencionado con anterioridad (seccion V. 3. 4). Los extractos de
proteinas fueron utilizados para la determinacion de los niveles basales de RUNX2
mediante Western Blot. Como en el caso de los tejidos, se utilizan proteinas de lineas
celulares de osteosarcoma humano para la identificacion de RUNX2 en las membranas
luego del revelado. Estos ensayos fueron efectuados en ambas lineas celulares, en

duplicado y conun n = 3.

V. 3. 7. Estimulos con NGF en cultivos de las lineas celulares HOSE y A2780;

Los cultivos celulares fueron mantenidos en las condiciones normales (seccién V. 3. 2) hasta
alcanzar un 70 % de confluencia, momento en el cual se reemplazé el medio completo por
medio sin suero. Luego de 24 h en este medio, se realizaron los estimulos con NGF (NGF-8
Recombinant Human, Sigma-Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA). Antes de cada ensayo se
prepard una solucién stock de 75 ng/uL de NGF en medio sin suero. Se administré a los
cultivos un volumen de la solucidn stock para obtener una concentracién final de NGF de
50 ng/ml. Las células fueron estimuladas con esta concentracién durante 0.5, 2, 6 y 24 h. En
experimentos independientes también se realizaron estimulos con 100 y 150 ng/ml,
durante 0.5, 2, 6 y 24 h. Para cada tiempo de estimulacion se desarrollaron los
correspondientes controles negativos, es decir, en ausencia de NGF. Transcurrido el tiempo
de estimulacion las células fueron empleadas para la obtencién proteinas y ulterior

evaluacion de RUNX2 mediante Western Blot.
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Estos ensayos fueron efectuados en ambas lineas celulares, en duplicado y conun n = 3.

V. 3. 8. Ensayos de hipoxia en cultivos de las lineas celulares HOSE y A2780;

Las células fueron cultivadas en medio completo, a 37 °C, 5 % de CO2y 20 % de O,. Cuando
los cultivos alcanzaron un 60 % de confluencia se sustituyd el medio completo por medio
suplementado con 2% FBS, manteniendo las condiciones de temperatura y atmdésfera.
Luego de 24 h, los cultivos fueron transferidos una la cdmara de hipoxia C- Chamber C274
(BioShrperix Ltd., New York, USA) con 2 % de O, conservando el medio con 2 % FBS. Las
células fueron mantenidas en estas condiciones durante 24 y 48 h. Se realizaron los
correspondientes controles cultivando las células en normoxia, 20 % de O,. Concluidas las
24 o 48 h de ensayo, las células fueron utilizadas para la extraccidon de proteinas totales
segln lo que hemos descrito (seccién V. 3. 4). Las proteinas fueron cuantificadas y
posteriormente empleadas para la evaluacidon, mediante Western Blot, de RUNX2 y HIF-1a
en condiciones de hipoxia.

Estos ensayos fueron efectuados en ambas lineas celulares, en duplicado y con un n = 3.

V. 3. 9. Estimulos con CoCl; en cultivos de las lineas celulares HOSE y A2780;

Las células fueron cultivadas en las condiciones habituales (seccién V. 3. 2). Cuando los
cultivos alcanzaron un 70 % de confluencia se reemplazé el medio completo por medio sin
suero. Luego de 24 h en estas condiciones, se procedié a realizar los estimulos con CoCly,
un compuesto conocido y utilizado por su propiedad de inducir cambios celulares similares
a los observados en hipoxia. Para la realizacion de estos ensayos se prepard una solucion
stock de CoCl; 2,5 mM (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) utilizando como solvente
medio sin suero.

A continuacion, se administré el estimulo a los cultivos para obtener concentraciones
finales de 25, 50 y 100 uM de CoCly, con el correspondiente control de 0 uM. Las células
fueron mantenidas en las condiciones normales de atmdsfera y temperatura hasta concluir

el tiempo de estimulacién. Dichos tiempos fueron 3, 6, 12 y 18 h. Finalmente las células
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fueron utilizadas para la extraccidn de proteinas totales y posterior evaluacidon de los niveles
de RUNX2 mediante Western Blot.
Estos ensayos fueron efectuados en ambas lineas celulares, en duplicado y con un n = 3.

La solucién stock de CoCl, fue preparada el mismo dia de la estimulacién y fue filtrada.

V. 3. 10. Western Blot de extractos de proteinas de las lineas celulares HOSE y A2780;

V. 3. 10. a. Western Blot para inmunodeteccion de RUNX2 en proteinas obtenidas en
condiciones basales y tras estimulacion con NGF y CoCly;

Estos ensayos fueron realizados en las condiciones descritas para los Western Blot de

RUNX2 en tejidos ovaricos (seccién V. 2. 6).

TABLA 3. Especificaciones de los anticuerpos utilizados en Western Blot de proteinas obtenidas
de las lineas celulares HOSE y A2780 en condiciones basales y sometidas a estimulos con NGF u
CoCl;

Anticuerpo Dilucion Tipo Proveedor N° de catdlogo
Anti-RUNX2 (D1L7F) 1:500 Conejo Monoclonal | Cell Signalling Technology # 12556
Anti-conejo HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1516
Anti B-actina 1:30000 Ratén Monoclonal Sigma-Aldrich # A5441
Anti-ratén HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1806

V. 3. 10. b. Western Blot para inmunodeteccion de RUNX2 en proteinas obtenidas por
fraccionamiento subcelular,

Las condiciones generales de estos ensayos son iguales a las especificadas para los Western
Blot de tejidos ovaricos (seccién V. 2. 6). En estos casos, sin embargo, se utilizd un total de
20 pg de proteina por muestra para la inmunodeteccion y se empled un gel con un 12 % de
poliacrilamida. Ademas de evaluar RUNX2, se incluyé la deteccidon de GAPDH e histona 3,
como controles del enriquecimiento citosdlico y nuclear, respectivamente, de las
fracciones. Para la deteccion de GAPDH se realizé un bloqueo en TTBS-Leche 5 % durante 1
h a temperatura ambiente y agitacion. Posteriormente, se incubd con el anticuerpo anti-
GAPDH (Sigma-Aldrich Co., St Louis, Missouri, USA) diluido en TTBS-Leche 5 % en una

relacion 1:20000, durante 1 h a temperatura ambiente y agitacion. Finalmente, se incubd
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con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a HRP (KPL, Kirkegaard & Perry
Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland, USA) diluido en TTBS-Leche 5 % en una
proporcién 1:5000, durante 1 h a temperatura ambiente y agitacién. Para la determinacion
de histona 3 se efectud un bloqueo en TTBS-BSA 5 % durante 1 h a temperatura ambiente
y agitacion. Se incubd toda la noche a 4 °C con el anticuerpo anti-Histona H3 (ab 1791)
(Abcam, Cambridge, UK) diluido en TTBS-BSA 5 % en una proporcién 1:50000.
Posteriormente, se realizé la incubacién con el anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a HRP (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland, USA)
diluido 1:5000 en TTBS-BSA 5 %, durante 1 h a temperatura ambiente y agitacion.

TABLA 4. Especificaciones de los anticuerpos utilizados en Western Blot de proteinas obtenidas
por fraccionamiento subcelular de lineas celulares
Anticuerpo Dilucidn Tipo Proveedor N° de catalogo
Anti-RUNX2 (D1L7F) 1:500 Conejo Monoclonal Cell Signalling Technology #12556
Anti-GAPDH 1:20000 Conejo Policlonal Sigma Aldrich # G9545
Anti-Histona H3 1:50000 Conejo Policlonal Abcam #ab1791
Anti-conejo HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1516

V. 3. 10. c. Western Blot para la inmunodeteccion de RUNX2 y HIF-1a en proteinas
obtenidas tras ensayos de hipoxia;

Estos ensayos fueron realizados de forma muy similar a lo mencionado para los Western
Blot de tejidos ovaricos (seccion V. 2. 6). En este caso se modificd el tiempo de transferencia
aumentandose a 4 h para optimizar la visualizacion de HIF-1a, una proteina de alto peso
molecular. Las condiciones generales para la determinacién de HIF-1a son idénticas a las
descritas para RUNX2. Se realizdé un bloqueo en TTBS-BSA 5 % durante 1 h a temperatura
ambiente y agitacion. Se incubd overnight a 4 °C con el anticuerpo anti-HIF-1a (28b) sc-
13515 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, Texas, USA) diluido en TTBS-BSA 5 % en una
proporcién de 1:100. A continuacion, se incubd con el anticuerpo secundario anti-raton
conjugado a HRP (KPL, Kirkegaard & Perry Laboratories Inc., Gaithersburg, Maryland, USA)
diluido en TTBS-BSA 5 % en una relacién 1: 5000, durante 1 h a temperatura ambiente y

agitacioén.
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TABLA 5. Especificaciones de los anticuerpos utilizados en Western Blot de proteinas obtenidas
de las lineas HOSE y A2780 sometidas a hipoxia
Anticuerpo Dilucién Tipo Proveedor N° de catalogo
Anti-RUNX2 [D1L7F] 1:500 Conejo Monoclonal | Cell Signalling Technology #12556
Anti-HIF-1a (28b) 1:100 Raton Monoclonal Santa Cruz Biotechnology #5sc13515
Anti-B-actina 1:30000 Ratén Monoclonal Sigma Aldrich # A5441
Anti-conejo HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1516
Anti-ratén HRP 1:5000 Cabra Policlonal KPL #074-1806

V. 4. Analisis estadistico

El calculo del tamafio muestral (n) para los experimentos ex vivo se realizd utilizando la
formula de comparacion de medias: n = (2(Zo + Z8)2 S2)/d2, considerando un a de 0,05 (Za
=1,96), un B de 0,20 (ZB = 0,842), una desviacién estandar (S2) de 0,09 (ex vivo) o 0.06 (in
vitro), y una diferencia entre las medias (d2) de un 25%. Con estos datos se determiné un n
= 6 para cada grupo experimental de los ensayos ex vivo. Los ensayos in vitro se realizacidn
con un n=3.

Sin embargo, en algunos casos de los ensayos ex vivo la disponibilidad de muestras fue
insuficiente para completar este n muestral.

Los resultados obtenidos fueron expresados como promedio + error estandar medio, SEM.
Para la presentacion grafica y el estudio estadistico de los datos se utilizd el programa
Graphpad Prism 5 (Graphad Software, Inc., San Diego, California, USA).

Considerando las caracteristicas de los datos obtenidos se realizé un analisis estadistico no
paramétrico. De acuerdo al ensayo analizado se efectud un test Kruskal-Wallis, con un un
post test de Dunn, o un test Mann-Whitney, utilizdndose en todos los casos un p < 0,05

como criterio de significancia.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Objetivo 1. Evaluar si el factor transcripcional RUNX2 se expresa en tejidos de
epitelio ovarico, y si sus niveles se incrementan con la progresion del cancer ovarico
epitelial.

Los resultados obtenidos mediante Inmunohistoquimica muestran que todos los tejidos
ovaricos evaluados presentan RUNX2. Adicionalmente, se observa que esta proteina se
ubica a nivel citoplasmatico y nuclear, siendo predominante en este ultimo compartimiento
subcelular. Cuando se evalud el porcentaje de células que presentan RUNX2 nuclear
respecto al total de células observadas, se determind que el tejido epitelial normal de la
superficie ovarica (grupo OVI) presenta, en promedio, un 53 % de células positivas para
RUNX2 nuclear. Por otro lado, se establecié que los tejidos ovaricos con transformaciones
no malignas (grupo TBE-TBO) y malignas (COE) presentan en promedio, un 67 y 71 %
respectivamente de células con RUNX2 nuclear. El andlisis estadistico de estos resultados
indica que, cuando se compara el grupo OVI con los grupos TBE-TBO y COE, estos ultimos
muestran un aumento significativo en el nimero de células que evidencian RUNX2 nuclear
respecto al total de células. Particularmente, este aumento se asocia a un valor p < 0.01 en
el grupo TBE-TBO y a un valor p < 0.001 para el grupo COE. No se encontrd una diferencia
significativa en el porcentaje de RUNX2 nuclear entre los grupos TBE-TBO y COE (Figura 2).
Por otro lado, la evaluacién de RUNX2 mediante Western Blot muestra que todos los tejidos
ovaricos analizados expresan RUNX2, consistente con la determinacién por
inmunohistoquimica. Sin embargo, la semicuantificacion de los Western Blot muestra que
los grupos TBE-TBO y COE experimentan una reduccién en la expresiéon de RUNX2 respecto
al grupo OVI, no obstante, esta disminucién no es estadisticamente significativa (Figura 3).
Consistente con lo observado en las inmunohistoquimicas, no se encontré una diferencia

significativa en los niveles de RUNX2 entre los grupos TBE-TBO y COE.
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Figura 3. Presencia nuclear de RUNX2 en tejidos ovaricos. Andlisis cuantitativo de Inmunohistoquimicas
realizadas para la evaluacion de presencia nuclear de RUNX2 en tejidos ovaricos. A. Imagenes representativas
de los tejidos ovaricos analizados. OVI fotografia obtenida en A.1 400x y A.2 1000x (se incluye un inserto con
una zona ampliada de la imagen). TBE-TBO fotografia obtenida en A.4 400x y A.5 1000x. COE fotografia
obtenida en A.7 400x y A.8 1000x. En las imagenes capturadas con aumento de 1000x se muestran células
con presencia (—) y ausencia de RUNX2 nuclear (—). Las imagenes A.3, A.6 y A.9 corresponden a los
controles negativos de cada grupo (fotografias obtenidas con aumento 400x). Se considera inmunotincion
positiva la deteccién de color marrén. Las barras corresponden a 25 ym y 10 ym para las fotografias obtenidas
con aumento de 400x y 1000x respectivamente. B. Cuantificacion de células de epitelio ovarico con
inmunotincion nuclear positiva para RUNX2 en tejidos (OVI, ovario inactivo, TBE-TBO, tumores borderline y
benigno, COE, cancer ovarico epitelial). Los resultados son presentados como el porcentaje de células con
tincion nuclear positiva para RUNX2, respecto al total de células observadas. OVI, n = 4, 3.370 células
observadas. TBE-TBO, n = 9, 22.380 células observadas. COE, n = 13, 72.840 células observadas. p < 0.01
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Figura 4. Niveles proteicos de RUNX2 en tejidos ovaricos. A. Andlisis semicuantitativo de Western Blot
realizados para la evaluacién de RUNX2 en tejido de ovario normal inactivo, OVI, tumores ovaricos benignos
y borderline, TBE-TBO, y cancer ovéarico epitelial, COE. Los niveles proteicos de RUNX2 son expresados en
unidades arbitrarias en relacién al contenido de B-actina, como promedio + error estandar medio, SEM. B.
Imagen representativa de los Western Blot evaluados. Para la identificacion de RUNX2 en los tejidos ovaricos
se utilizan proteinas de lineas celulares de osteosarcoma humano, las cuales expresan altos niveles
enddgenos de esta proteina. En este caso se usaron proteinas de la linea celular HOS. OVI n = 3, TBE-TBO n
=8,COEn=12.

En conjunto, estos resultados muestran que el tejido ovarico epitelial expresa RUNX2,
particularmente con un predominio en el nucleo celular. Los resultados de los ensayos de
inmunohistoquimica revelan que los grupos TBE-TBO y COE experimentan un aumento de
RUNX2 respecto al grupo control OVI, cuando se evaltua el numero de células con RUNX2
nuclear. A pesar que el analisis mediante Western Blot no muestra resultados homdlogos
con lo obtenido mediante inmunohistoquimica - y contrariamente parecen indicar un
comportamiento opuesto respecto a los niveles de RUNX2 en la progresion del cancer
ovarico epitelial — hay que considerar que hay una gran dispersién en los datos de nuestro
grupo control, OVI, en parte debido a un n muestral muy bajo, lo que dificulta su
comparacion con los grupos TBE-TBO y COE. Considerando esto ultimo, los resultados
obtenidos mediante Western Blot no permiten establecer diferencias significativas en los
niveles de RUNX2 entre los grupos estudiados.

En sintesis, los resultados obtenidos a través de las 2 metodologias utilizadas no permiten
establecer que RUNX2 aumenta progresivamente desde los tejidos OVI a los tejidos COE. A

pesar de esto, parece factible que los grupos TBE-TBO y COE no presentan variaciones

significativas de RUNX2 entre si.
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VI.2. Objetivo 2. Establecer si RUNX2 se expresa en nuestro modelo celular in vitro y
determinar si sus niveles se encuentran incrementados en la linea celular de cancer
ovdrico, A2780, respecto a la linea celular epitelio superficial ovarico normal, HOSE.

La presencia de RUNX2 en nuestras lineas celulares de epitelio ovarico fue evaluada
cualitativamente mediante inmunocitoquimica. Concordante con los resultados obtenidos
en los tejidos ovaricos, que muestran RUNX2 en todos los epitelios analizados, estos
ensayos evidencian la expresion de RUNX2 en las lineas celulares HOSE y A2780,
observdndose en ambos casos su presencia citoplasmatica aunque preponderantemente
nuclear (Figura 4). Adicionalmente se analizé semicuantitativamente, mediante Western
Blot, el nivel basal de RUNX2 en cada una de nuestras lineas celulares. Este estudio mostré
que, consistente con los resultados obtenidos por inmunocitoquimica, ambas lineas
celulares presentan RUNX2. Sin embargo, contrariamente a la hipotesis, este andlisis
evidencia que la linea HOSE, correspondiente a epitelio superficial ovarico normal, exhibe
un mayor contenido proteico de RUNX2 cuando se compara con los niveles de la linea
A2780, correspondiente a epitelio ovarico transformado, siento esta una diferencia
significativa con un valor p < 0.01 (Figura 5). Debido a que este resultado difiere del
supuesto inicial, se consideré la posibilidad que la linea celular A2780 presentase un mayor
contenido nuclear de RUNX2 respecto a la linea HOSE. Esto podria sugerir que, a pesar de
encontrarse en menor cantidad, RUNX2 podria ser mas activo en la linea celular de cancer
ovarico epitelial. Para evaluar esta posibilidad se realizé un fraccionamiento subcelular en
las lineas HOSE y A2780, obteniéndose extractos proteicos correspondientes a citosol,
nucleoplasma y cromatina. El analisis semicuantitativo de estas fracciones, mediante
Western Blot, muestra que cuando se analiza el contenido nuclear respecto al total de
RUNX2, estas lineas celulares no presentan una diferencia en la distribucién de RUNX2,
siendo este fundamentalmente nuclear (Figura 6).

En sintesis, los resultados descritos permiten establecer que ambas lineas celulares
expresan RUNX2, presentando la linea HOSE un contenido significativamente mayor al
observado en la linea A2780 contrariamente a lo esperado. Por otro lado, se pudo

determinar que en estos tipos celulares la localizacion de RUNX2 es fundamentalmente
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nuclear, no existiendo en estas

lineas celulares diferencias en la relacion del contenido

nuclear respecto al contenido total de RUNX2.

Figura 5. Presenciay localizacion subcelular de RUNX2
en lineas celulares de epitelio ovarico. Andlisis
cualitativo de Inmunocitoquimicas realizadas para la
evaluacion de presencia y localizacion subcelular de
RUNX2 en lineas celulares de epitelio ovarico. A. (A.1)
Inmunocitoquimica de RUNX2 en la linea celular HOSE. B.
(B.1) Inmunocitoquimica de RUNX2 en la linea celular
A2780. Se considera inmunotincién positiva la deteccion
de color marrén. En ambas lineas celulares, se muestra el
correspondiente control negativo, (A.2) y (B.2). Las
iméagenes presentadas fueron obtenidas con un aumento
de 400x. La barra corresponde a 25 pm.

Figura 6. Niveles proteicos de
RUNX2 en lineas celulares de

RUNX2 / B-ACTINA

HOSE

Control + HOSE

epitelio ovarico en condiciéon basal.
A. Andlisis semicuantitativo de
Western Blot realizados para la
evaluacion de RUNX2 en las lineas
celulares HOSE y A2780 en condicién
basal. Los niveles proteicos de RUNX2
son expresados en unidades arbitrarias
en relacién al contenido de B-ACTINA,
como promedio + error estandar
medio, SEM. B. Imagen representativa
de los Western Blot evaluados. Para la
identificacion de RUNX2 en los tejidos
A2780 ovaricos se utilizan proteinas de lineas
celulares de osteosarcoma humano,

las cuales expresan altos niveles

B ~56KDa endogenos de esta proteina. En este

caso se usaron proteinas de la linea

A2780

p-actina

—_

celular HOS. ** p < 0.01, n=3 en

W ~ 42 KDa duplicados.
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Figura 7. Niveles proteicos nucleares de RUNX2 en lineas celulares de epitelio ovarico. A. Analisis
semicuantitativo de Western Blot realizados con extractos de proteinas obtenidas por fraccionamiento
subcelular de las lineas HOSE y A2780 para la evaluacion de RUNX2. Los niveles de RUNX2 son presentados
como el contenido nuclear respecto al contenido celular total. El contenido nuclear corresponde a las cantidades
presentes en las fracciones enriquecidas en cromatina, Cro, y nucleoplasma, Nuc. El total considera
adicionalmente el contenido presente en la fraccion enriquecida en citosol, Cit. Los resultados son presentados
como promedio + error estdndar medio, SEM. B. Imagen representativa de los Western Blot analizados. En
cada una de las fracciones obtenidas se evalud, ademéas de RUNX2, la presencia de H3 (HISTONA) y GAPDH
(no mostrado), para verificar el nivel de pureza de los extractos nucleares y citosélico respectivamente. n =5

VI.3. Objetivo 3. Determinar si NGF induce un aumento en los niveles de RUNX2 en las
lineas celulares HOSE y A2780.

Como ya se menciond, ha sido bien establecido que la progresion del cdncer ovdérico epitelial se
asocia con un incremento en los niveles de NGF, el cual eleva los niveles de VEGF en explantes de
tejidos ovaricos y en las lineas celulares HOSE y A2780, modelos de estudio de cancer ovarico. Mas
aun, se ha determinado que en un sistema in vitro NGF es un factor pro-angiogénico que favorece
el desarrollo de vasos sanguineos directamente. Por otro lado, ha sido bien descrito que en varios
tipos de cdncer RUNX2 induce la transcripcién de VEGF. Considerando entonces que tanto NGF
como RUNX2 estdn relacionados con un aumento en los niveles de VEGF, podria existir algun vinculo
entre estas 2 proteinas en cdncer ovarico epitelial. Con el objetivo de establecer esta relacidn, se
evalud un posible aumento de RUNX2 por accién de NGF realizando estimulos con este factor de
crecimiento en las lineas celulares HOSE y A2780. Como se ha especificado, se efectuaron estimulos
con concentraciones de NGF de 50, 100 y 150 ng/ml, durante 0.5, 2, 6 y 24 h.

Los resultados obtenidos mediante Western Blot muestran que las lineas celulares HOSE y A2780,
no experimentan cambios significativos en los niveles proteicos de RUNX2 cuando son estimuladas

con NGF, en los tiempos y concentraciones consideradas (Figuras 7 y 8). Por lo tanto, estos

36



resultados son opuestos a lo esperado, aunque es necesario considerar que en algunos casos hay

una importante dispersién de los datos.
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Figura 8. Niveles proteicos de RUNX2 en células HOSE estimuladas con NGF. Analisis semicuantitativo de
Western Blot realizados para la evaluacion de RUNX2 en células A2780 estimuladas durante 0.5, 2, 6 y 24 h con
NGF, en concentraciones de A. 50 ng/ml, B. 100 ng/ml y C. 150 ng/ml. Los niveles proteicos son presentados
como veces cambio de RUNX2 en las células estimuladas respecto a la condicién basal (sin estimulo),
considerandose un control sin NGF para cada tiempo de estimulacion. En cada grafico se ha incluido una primera
barra referencial que ilustra una condicién en la cual el estimulo no induce cambios en RUNX2, la cual permite
comparar el efecto del estimulo en los distintos tiempos evaluados. Los resultados de la semicuantificacion son
expresados como promedio + error estdndar medio, SEM. Cada grafico presenta una imagen representativa de
los Western Blot evaluados. Los ensayos fueron realizados en duplicado con un n = 3.
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Figura 9. Niveles proteicos de RUNX2 en células A2780 estimuladas con NGF. Andlisis semicuantitativo de
Western Blot realizados para la evaluacion de RUNX2 en células A2780 estimuladas durante 0.5, 2, 6 y 24 h
con NGF, en concentraciones de A. 100 gn/ml y B. 150 ng/ml. Los niveles proteicos son presentados como
veces cambio de RUNX2 en las células estimuladas respecto a la condicion basal (sin estimulo), considerandose
un control sin NGF para cada tiempo de estimulaciéon. En cada grafico se ha incluido una primera barra
referencial que ilustra una condicion en la cual el estimulo no induce cambios en RUNX2, la cual permite
comparar el efecto del estimulo en los distintos tiempos evaluados.

Los resultados de la semicuantificacion son expresados como promedio + error estdndar medio, SEM.

Cada gréfico presenta una imagen representativa de los Western Blot evaluados.

Los ensayos fueron realizados en duplicado con un n = 3.

VI1.4. Objetivo 4. Establecer si la condicion de hipoxia produce un incremento en los
niveles de RUNX2 en las lineas celulares HOSE y A2780;

VL. 4. 1. Ensayos en camara de hipoxia;

En un amplio nimero de tipos celulares la condicidon de hipoxia es un importante estimulo
para la estabilizacién de HIF-1a, factor que promueve la transcripcion de VEGF y se asocia
a la activacion de procesos angiogénicos. Por otro lado, se sabe que RUNX2 establece

interacciones con HIF-1a, que sus niveles son aumentados en hipoxia y que en varios

38



modelos induce la expresién de VEGF. Estos antecedentes sugieren que la privacién de
oxigeno puede aumentar los niveles de RUNX2 en cancer de ovario epitelial. Con el objetivo
de evaluar esta posibilidad, las células HOSE y A2780 fueron cultivadas en hipoxia (2 % de
02) durante 24 y 48 h, con sus correspondientes controles en normoxia (20 % de 0O,).
Adicionalmente, se analizaron los niveles proteicos de HIF-1a para evaluar una posible
relacién con los niveles de RUNX2 en las condiciones de normoxia e hipoxia.

El analisis semicuantitativo de los Western Blot realizados para la evaluacién de RUNX2 y
HIF-1a, muestra que las células HOSE sometidas hipoxia durante 24 y 48 h experimentan
una reduccion significativa en los niveles de RUNX2, con un valor p < 0.01 y p < 0.05
respectivamente (Figuras 9A y 9C). Sin embargo, en estas condiciones no se observan
cambios significativos en los niveles de HIF-1a (Figuras 10A y 10C), sugiriendo que la
reduccion de RUNX2 en las células HOSE en hipoxia no estaria relacionada con cambios en
los niveles de HIF-1a. Por otra parte, en las células A2780 no se observan cambios
significativos en los niveles de RUNX2 cuando son sometidas a hipoxia durante 24 y 48 hs
(9B y 9D). En estas células la privacidon de oxigeno tampoco afecta los niveles proteicos de

HIF-1a en los tiempos evaluados (Figura 10B y 10D).

VI. 4. 2. Estimulos con CoCly;

Los estimulos con CoCl, son utilizados en cultivos celulares como una estrategia para
simular condicion de hipoxia a nivel intracelular. Esto, debido a que tales estimulos se
asocian a una estabilizacion, y consecuente incremento en los niveles de HIF-1a, marcador
clasico de hipoxia. Con la finalidad de establecer si esta condicién simulada de hipoxia
induce cambios en los niveles de RUNX2, se realizaron estimulos con CoCl; en
concentraciones de 25, 50 y 100 [uM] (considerando el correspondiente control de 0 [uM]
de CoCly) durante 3, 6y 12 h, en las lineas celulares HOSE y A2780.

El analisis semicuantitativo de los niveles de RUNX2, evaluados por Western Blot, indica que
en las células HOSE los estimulos de CoCl, sostenidos durante 3 h, con concentraciones de
25, 50 y 100 uM (Figura 11A), y durante 6 h, en concentraciones de 50 y 100 uM (Figura

11B), podrian inducir un incremento en los niveles de RUNX2, sin embargo estas variaciones

39



no son significativas y se observa una importante dispersion en los datos. Del mismo modo,
los estimulos efectuados durante 12 h no conducen a variaciones estadisticamente
significativas de RUNX2 (Figura 11C). Por otro lado, los resultados muestran que en las
células A2780 los estimulos con CoCl; no inducen cambios significativos en el contenido de
RUNX2 en los tiempos y concentraciones evaluadas (Figura 12A, 12B y 12C). No obstante,
se observa que estimulos aplicados durante de 6 h con concentraciones de 50 y 100 uM
CoCl; (Figura 12B), asi como aquellos sostenidos durante 12 h en concentraciones de 100
UM (Figura 12C), podrian conducir a un aumento de RUNX2. Aunque nuevamente hay que

considerar la variabilidad de los datos.

En sintesis, considerando los resultados anteriores se puede indicar que, dadas las
caracteristicas de los ensayos efectuados (% de O; utilizado, concentraciones de CoCl;
usadas y tiempos de incubacidn y estimulacién), la condicién de hipoxia (y su simulacién
mediante CoCl,) es incapaz de producir un incremento significativo en los niveles de RUNX2
en las lineas celulares HOSE y A2780. Contrariamente, la privacion de oxigeno por 24y 48 h
conduce a una reduccidn significativa en los niveles de RUNX2 en las células HOSE.

Adicionalmente, la condicion de hipoxia aplicada no produce cambios en los niveles de HIF-

la en las lineas celulares HOSE y A2780.
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Figura 10. Niveles proteicos de RUNX2 en condiciones de normoxia e hipoxia en lineas celulares de
epitelio ovarico. Andlisis semicuantitativo de Western Blot realizados para la evaluaciéon de RUNX2 en las
lineas celulares HOSE y A2780 en condiciones de normoxia e hipoxia. A. Niveles de RUNX2 en células HOSE
y B. A2780 sometidas a condicién de normoxia (20% de oxigeno) e hipoxia (2% de oxigeno) durante 24 h. C.
Niveles de RUNX2 en células HOSE y D. A2780 sometidas a condicién de normoxia (20% de oxigeno) e hipoxia
(2% de oxigeno) durante 48 h. Los niveles proteicos son presentados como veces de cambio de RUNX2 en
hipoxia respecto a sus niveles en normoxia. Los resultados de la semicuantificacion son expresados como
promedio + error estandar medio, SEM. Para cada linea celular y condicién, se presenta una imagen

representativa de los Western Blot evaluados. n=3 en duplicado.
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Figura 11. Niveles proteicos de HIF-1a en condiciones de normoxia e hipoxia en lineas celulares de epitelio
ovarico. Analisis semicuantitativo de Western Blot realizados para la evaluacion de HIF1-a en las lineas celulares
HOSE y A2780 en condiciones de normoxia e hipoxia. A. Niveles de HIF1-a en células HOSE y B. A2780
sometidas a condicion de normoxia (20% de oxigeno) e hipoxia (2% de oxigeno) durante 24 h. C. Niveles de
HIF1-a en células HOSE y D. A2780 sometidas a condicion de normoxia (20% de oxigeno) e hipoxia (2% de
oxigeno) durante 48 h. Los niveles proteicos son presentados como veces de cambio de HIF-1a en hipoxia
respecto a sus niveles en normoxia. Los resultados de la semicuantificacion son expresados como promedio +
error estandar medio, SEM. Para cada linea celular y condicién, se presenta una imagen representativa de los

Western Blot evaluados. n=3 en duplicado.
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Figura 12. Niveles proteicos de RUNX2 en células HOSE estimuladas con CoCl2. Analisis semicuantitativo
de Western Blot realizados para la evaluacién de RUNX2 en la linea celular HOSE estimuladas con CoCl2 a
concentraciones de 0, 25, 50 y 100 [uM]. Semicuantificacion de RUNX2 en células estimuladas durante A. 3h,
B. 6h y C. 12h, con las concentraciones especificadas de CoClz. Los niveles proteicos son presentados como
veces cambio de RUNX2 en las células estimuladas respecto a la condicién control (0 [uM] CoCl2). Los
resultados de la semicuantificacion son expresados como promedio + error estandar medio, SEM. Para cada
condicion de estimulo se presenta una imagen representativa de los Western Blot evaluados. n=3 en duplicado.
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Figura 13. Niveles proteicos de RUNX2 en células A2780 estimuladas con CoCl.. Analisis semicuantitativo
de Western Blot realizados para la evaluacién de RUNX2 en la linea celular A2780 estimuladas con CoClz a
concentraciones de 0, 25, 50 y 100 [uM]. Semicuantificacién de RUNX2 en células estimuladas durante A. 3h,
B. 6h, y C. 12 h, con las concentraciones especificadas de CoClz. Los niveles proteicos son presentados como
veces de cambio de RUNX2 en las células estimuladas respecto a la condicién control (0 [uM] CoCl.). Los
resultados de la semicuantificacion son expresados como promedio + error estdndar medio, SEM. Para cada
condicion de estimulo se presenta una imagen representativa de los Western Blot evaluados. n=3 en duplicado.
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VIl. DISCUSION

Presencia, distribucion y niveles proteicos de RUNX2 en tejidos ovaricos

Los ensayos de inmunohistoquimica muestran la presencia de RUNX2 en todos los tejidos
ovdricos evaluados, esto es, en el epitelio superficial ovarico normal (OVI), tumores
Benignos y Borderline (TBE-TBO), y en tejidos de Cancer Ovarico Epitelial (COE). En todos
los casos la localizacion subcelular de RUNX2 es citoplasmatica y nuclear, con
predominancia en este uUltimo compartimiento. El andlisis cuantitativo de estos ensayos
muestra que, en promedio, el porcentaje de células con presencia nuclear de RUNX2
corresponde a un 53, 67y 71 %, en los grupos OVI, TBE-TBO y COE respectivamente. Por lo
tanto, se establece que existe un incremento significativo en el porcentaje de células
positivas para RUNX2 nuclear en los grupos TBE-TBO y COE respecto a los tejidos OVI, sin
diferencias estadisticamente significativas entre los tejidos TBE-TBO y COE. Estos hallazgos
son consistentes con antecedentes previos, que han mostrado un incremento en los niveles
proteicos y en el nimero de células positivas para RUNX2 en tumores Borderline y en tejidos
de COE (tanto en tumores primarios como en tejidos metastasicos), respecto al epitelio
superficial ovarico normal. Como el presente trabajo, estos estudios tampoco identifican
diferencias en los niveles de RUNX2 entre los grupos TBO y COE. La identificacion
principalmente nuclear de RUNX2 en tejidos ovaricos, es consistente con reportes previos
(Li W. et al., 2012; Wang Z.Q. et al., 2013). Esta ubicacion sugiere que RUNX2 estaria
activamente regulando la expresidn génica en dichos tejidos. En el caso de TBE-TBO y COE,
RUNX2 promoveria la expresion de genes asociados a proliferacion, sobrevida, invasion y
migracion, segun lo observado en lineas celulares de cancer ovdrico (Wang Z.Q. et al., 2013;
Li W. et al., 2014; Wen C. et al., 2015).

La evaluacion de RUNX2 en tejidos ovaricos mediante Western Blot parece indicar un
resultado contradictorio respecto a lo obtenido por inmunohistoquimica, al mostrar una
reduccion (sin diferencias significativas) en los niveles de RUNX2 en los grupos TBE-TBO y
COE comparados con el grupo OVI. Sin embargo, debido la elevada dispersidn de los datos
resulta necesario incrementar el nimero de observaciones para determinar si la tendencia

observada se conserva, y en ese caso, establecer posibles explicaciones para las
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disparidades con los resultados obtenidos por inmunohistoquimica. Efectivamente, una de
las importantes limitaciones de este trabajo fue la reducida cantidad de muestras a las que
se tuvo acceso.

En comparacion con otros estudios que han evaluado niveles de RUNX2 en cancer ovarico,
el presente trabajo incluye un grupo de tejidos previamente no considerados,
correspondientes a tumores Benignos (TBE), mostrandose que ellos presentan niveles
aumentados de RUNX2 respecto al epitelio superficial ovarico normal (OVI). En este punto
es necesario mencionar que existen 2 hipdtesis sobre el desarrollo del cancer ovdrico, las
cuales establecen que; (1) La transformacion del epitelio normal es paulatina, comenzando
con una lesidn Benigna que progresa a Borderline, para generar finalmente un tumor
maligno, y que (2) La transformacién maligna del epitelio normal es directa (Kurman R. &
Shih IM., 2011). Por lo tanto, el hallazgo de altos niveles de RUNX2 en los tejidos TBE y TBO,
sugiere que en aquellos carcinomas que surgen de transformaciones sucesivas, RUNX2 se
incrementaria tempranamente y seria importante en la génesis tumoral.

Sobre los mecanismos que pueden producir el aumento en RUNX2 en COE, sin duda deben
ser diversos, no obstante, la regulacién post-transcripcional mediada por microRNAs parece
ser relevante. Nuestro laboratorio y otro grupo de investigacion, han mostrado que los
niveles de mir-23b se encuentra significativamente reducidos en tejidos TBE-TBO y COE
respecto a los tejidos normales (Cuevas P. 2014; Li W. et al., 2014). In vitro, mir-23b es un
regulador negativo de RUNX2, que al unirse directamente a su transcrito conduce a la
reduccion de sus niveles proteicos con la concomitante atenuacién de procesos de
proliferacién, migracién e invasion en lineas celulares de cancer ovarico (Li W. et al., 2014).
Por lo tanto, la disminucién de este microRNA puede explicar, al menos en parte, el
incremento de RUNX2 en los tejidos ovaricos transformados. También se ha descrito que
miR-338-3p se encuentra disminuido en COE, y que in vitro tiene efectos analogos a mir-
23b sobre RUNX2 (Wen C. et al., 2015).

La disfuncién de p53 también se ha relacionado con desregulacién de los niveles de RUNX2.
Estudios en la linea celular U20S y en tejidos de osteosarcoma humano, han mostrado que

los niveles proteicos de p53 y RUNX2 se relacionan de forma inversa. Particularmente, in
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vitro, p53 induce la expresion de miRNA-34c, el cual se une al transcrito de RUNX2
imposibilitando su traduccién (Van der Deen M. et al., 2013). Considerando que mds de un
50 % de los casos de cancer ovdrico presentan mutaciones que inducen pérdida de funcién
o inactivacion de p53 (llegando a casi un 100 % en los tumores ovaricos serosos de alto
grado), el aumento de RUNX2 en cadncer ovarico podria estar determinado, en parte, por la
disfuncién de la via de p53 (Bast R. et al., 2009; Hennessy B. et al., 2009; The Cancer Genome
Atlas Research Network, 2011; Domke S. et al., 2013).

Finalmente, considerando que existen diferencias en la incidencia de cancer ovarico
epitelial entre mujeres de distintas etnias y razas (Goodman M.T. et al., 2003; Goodman
M.T. et al., 2003b; Moorman P.G. et al., 2009; Centers for disease Control and Prevention,
CDC, 2015), es relevante destacar que esta investigaciéon ha identificado altos niveles de
RUNX2 en los tejidos TBE-TBO y COE, en muestras de pacientes de origen hispano
(particularmente sudamericano), y que los trabajos anteriores fueron realizados en tejidos
de mujeres asidticas (Li W. et al.,, 2012; Li W. et al.,, 2014; Wen C. et al., 2015). Estos
resultados podrian indicar que el aumento de RUNX2 en COE, es una caracteristica comun
en diferentes razas y etnias, aunque evidentemente esto requiere un estudio mucho mas
amplio.

Presencia, distribucion y niveles proteicos de RUNX2 en lineas celulares HOSE y A2780

El analisis mediante Western Blot de los niveles proteicos basales de RUNX2, muestra que
la linea celular HOSE presenta niveles significativamente mayores de RUNX2 respecto a la
linea celular A2780. De acuerdo a lo observado en la inmunohistoquimica, estos resultados
son contrarios a lo esperado. Sin embargo, un aspecto a considerar es que los cultivos
celulares fueron privados de suero 24 h antes de su lisis para la extraccion de proteinas. Se
ha mostrado que en lineas celulares de carcinoma tiroideo, la privacién de suero reduce los
niveles de RUNX2, a nivel de transcrito y proteina, entre 9 a 10 veces respecto a sus niveles
en presencia de 10 % de FBS (Niu D.F. et al., 2012). Adicionalmente, el mismo trabajo indica
gue esta reduccidn es consecuencia de la disminucién de p-ERK. Por lo tanto, se puede
plantear la posibilidad que los niveles reducidos de RUNX2 en las células A2780, sean el

resultado de la falta de ligandos contenidos en el suero, entre ellos factores de crecimiento
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que activan la via MAPK/ERK (Gstraunthaler G. et al., 2003; Zheng X. et al., 2006; Brunner
D. et al., 2010). Efectivamente, varios ligandos presentes en el suero pueden aumentar los
niveles de RUNX2. En este contexto, estudios realizados en lineas celulares humanas y
murinas (preosteoblastos, mioblastos y embrionarias de rifidn), han mostrado que FGF2,
cuyos efectos son mediados en parte por la via MAPK/ERK, puede incrementar los niveles
de RUNX2 a nivel de transcrito y proteina, en algunos casos, inhibiendo su degradacién
proteosomal (Zhou Y.X. et al., 2000; Park O.J. et al., 2010; An S. et al., 2015). Igualmente, se
ha visto que IGF-1 induce la expresion y aumento de los niveles proteicos de RUNX2, en
osteoblastos de ratén y en modelos murinos de ostopenia (Chen J. et al., 2012; Guerra-
Menéndez L. et al., 2013). Adicionalmente, otros ligandos presentes en el suero, pero que
median sus efectos a través de otras vias, como el Factor de crecimiento transformante p1
(TGF-B1) y la Proteina Morfogénica del hueso 2 (BMP2), también pueden modular los
niveles de RUNX2 en determinados contextos. Asi por ejemplo, en mioblastos murinos TGF-
B1 aumenta los niveles de mRNA y proteina de RUNX2, a través de mecanismos que
involucran p38 y SMADs (Lee M. H. et al., 1999; Lee K. S. et al., 2002). Por otro lado, BMP2
aumenta RUNX2 al inhibir su degradacion proteosomal en mioblastos, osteoblastos
murinos y en fibroblastos humanos (Lee M. H. et al., 1999; Jeon E. J. et al., 2006).
Concordante con esto, BMPR2, receptor de BMPs, regula positivamente el nivel de RUNX2,
transcrito y proteina, en lineas celulares de condrosarcoma humano, lo que al mismo
tiempo se relaciona con un incremento en el tamafio tumoral in vivo (Yang K. et al., 2016).
Es muy relevante mencionar, que todos los ligandos mencionados fueron vinculados con
procesos oncogénicos en cancer ovdrico (Auersperg, N. et al., 2001). Entonces, esto puede
sugerir que dichos factores y citoquinas pueden inducir fendmenos oncogénicos en cancer
ovarico epitelial, en parte, al modular los niveles o actividad de RUNX2.

Ademads de lo mencionado respecto a las células A2780, es posible que en las células HOSE
los niveles proteicos de RUNX2 también se vean influenciados por la falta de suero. Estudios
realizados en las lineas celulares no neopldsicas, MC3T3 (pre-osteoblastos de ratén), C2C12
(mioblastos con potencial osteobldstico), HOB (osteoblastos humanos) y en cultivos

primarios de osteoblastos murinos, indican que la privacidn de suero durante 48 h induce

48



arresto del ciclo celular en G1 y un aumento significativo de los niveles de transcrito y
proteina de RUNX2. Consistentemente, estos estudios muestran que los niveles proteicos
de RUNX2 fluctian durante el ciclo celular, alcanzando niveles maximos en G1 vy
decreciendo a partir de la interfase G1/S. Es decir, en estas células RUNX2 seria importante
en la regulacién del ciclo celular, frendandolo. Efectivamente, la sobreexpresion de RUNX2
en algunas lineas celulares de osteosarcoma humano induce la detencidn del ciclo celular
(Pratap J. et al., 2003; Galindo M. et al., 2005; Lucero C. et al., 2013). Por lo tanto, existe la
posibilidad que en las células HOSE los niveles de RUNX2 aumenten en ausencia de suero,
mediando un efecto antiproliferativo, a diferencia de lo que podria ocurrir en las células
A2780, en las cuales RUNX2 podria decrecer con la falta suero, y donde promueve
proliferaciéon (Wang Z.Q. et al., 2013). Sin embargo, esta presuncién respecto a los niveles
de RUNX2 en las lineas celulares HOSE y A2780 debe ser investigada, ya que los efectos de
RUNX2 son variables, estimulando diferenciacion, proliferaciéon o controlando las fases del
ciclo celular segun tipo y contexto celular.

Los antecedentes planteados sugieren que los resultados obtenidos mediante Western Blot,
que muestran mayores niveles proteicos de RUNX2 en las células HOSE respecto a las
células A2780, y que no coinciden con lo identificado en tejidos, puede ser consecuencia de
las condiciones en las cuales se realizé la determinacion, esto es, en ausencia de suero. Por
consiguiente, los hallazgos in vitro no son necesariamente inconsistentes con los resultados
ex vivo, y en cambio, podrian sustentar la idea que RUNX2 tiene efectos oncogénicos en las
células neoplasicas, y contrariamente, efectos antiproliferativos en las células no
neoplasicas. Es interesante recordar que, in vivo, las células estan en un microambiente
determinado por ligandos de origen autocrino, paracrino y provenientes de la circulacion
sistémica, ademas de estar estableciendo interacciones célula-célula, célula-matriz, etc. En
relacion con esto, los ensayos de inmunohistoquimica permiten observar la expresion de
una proteina en el contexto fisiolégico de un tejido, lo cual no es posible en los estudios in
vitro. Asi, si se quiere evaluar el contenido de una molécula en lineas celulares con el fin de
establecer si esto se aproxima al comportamiento in vivo, lo mas certero seria intentar

homologar en parte el contexto celular, lo cual evidentemente es imposible, sin embargo,
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en mi opinidn, seria una mejor aproximacion evaluar la proteina de interés en un medio no
privado, donde las células no estdn sincronizadas, pues esto no necesariamente ocurre in
vivo. Por otra parte, si se quiere analizar el efecto de un estimulo dado, es necesario,
indiscutiblemente, excluir factores adicionales que puedan afectar la visualizacion de los
efectos particulares de dicho estimulo.

Concordante con la evaluacion mediante Western Blot, el analisis mediante
inmunocitoquimica muestra que tanto las células HOSE como A2780 presentan RUNX2,
tanto a nivel citoplasmatico como nuclear, con un claro predominio en este ultimo
compartimiento. A pesar de no ser un analisis cuantitativo, las imagenes sugieren que las
células A2780 presentan mayores niveles de RUNX2 respecto a las células HOSE, siendo esto
consistente con los resultados obtenidos en los tejidos. Sin embargo, al comparar estos
resultados con los obtenidos mediante Western Blot, nuevamente parecen ser
contradictorios, no obstante, el ensayo de inmunohistoquimica se realizé en presencia de
suero. Tomando este antecedente en consideracidon, mds que discordantes, en conjunto
estos resultados pueden respaldar el planteamiento de que la ausencia de suero influencia
los niveles de RUNX2. Segun lo discutido anteriormente, en términos generales, parece ser
gue un cultivo celular en presencia de suero, seria mas parecido a un tejido respecto a un
cultivo privado. Desde este punto de vista, es aceptable que los resultados obtenidos
mediante inmunocitoquimica sean concordantes con los resultados obtenidos en la
inmunohistoquimica. Por el contrario, los resultados obtenidos mediante Western Blot,
aparentemente incompatibles con los otros, serian mas bien la consecuencia de una
condicidn determinada, la ausencia de suero, que no necesariamente ocurre in vivo. Pero
evidentemente estos supuestos deben ser analizados experimentalmente.

La evaluacién de los niveles proteicos de RUNX2 en fracciones subcelulares de células HOSE
y A2780, indica que RUNX2 tiene una localizacidon fundamentalmente nuclear, consistente
con los ensayos de inmunocitoquimica y lo observado en tejidos. Esto sugiere que, en
ambas lineas celulares RUNX2 estaria activamente modulando la transcripcién de ciertos
genes, en el caso de las células A2780, genes potencialmente oncogénicos, dentro de los

cuales se han descrito MMP-2 y MMP-9 (Wen C. et al., 2015). La funcién de RUNX2 en las
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células HOSE es aun incierta, y es necesario realizar mayores estudios para plantear una
propuesta consistente. Sin embargo, he planteado la posibilidad que promueva acciones
antiproliferativas. El analisis de los niveles de RUNX2 en la fraccidn de cromatina respecto
al contenido total, asi como el contenido en la fraccidn de nucleoplasma respecto al total,
no muestra diferencias significativas entre las lineas celulares HOSE y A2780, debido a la
dispersion de los resultados que es atribuible a la variabilidad intrinseca de la metodologia.
No obstante, es contundente el resultado que la localizacion de RUNX2 es
fundamentalmente nuclear en ambas lineas celulares.

Efecto de NGF en los niveles proteicos de RUNX2 en las lineas celulares HOSE y A2780
Considerando que las células A2780, modelo in vitro de cancer ovarico epitelial, expresan
el receptor TRKA y responden NGF con la expresion y secrecion de VEGF, existe la
posibilidad de que NGF promueva este proceso al aumentar los niveles de RUNX2. Por esta
razon, las células HOSE y A270 fueron estimuladas con NGF, esperando que las células
A2780 incrementaran sus niveles de RUNX2 de forma significativa, y sobre la respuesta de
la linea HOSE. No obstante, los niveles de RUNX2 no se vieron influenciados de forma
significativa tras la exposicion a NGF, en ninguno de los tiempos, concentraciones y lineas
celulares evaluadas. Esto puede indicar que, RUNX2 no forma parte de la sefalizacidon
inducida por NGF que conduce a la expresion de VEGF en las células A2780. Sin embargo,
se debe considerar que la capacidad de RUNX2 de modular la expresion génica, no sdlo estd
determinada por sus niveles, sino que requiere modificaciones post-transduccionales e
interaccidn con otras proteinas, que aumentan o disminuyen la capacidad de unirse al DNA
y transactivar genes (Franceschi R.T. & Xiao G., 2003; Schoeder T. M. et al., 2009; Jonason
J.H. et al., 2009). La funcion de RUNX2 es modulada por multiples vias transduccionales,
entre ellas, las vias PI3K/AKT y MAPK/ERK, que como se ha dicho son rutas activadas por
NGF. Estas vias generalmente tienen un efecto activador sobre RUNX2, al influenciar sus
niveles y/o actividad. (Franceschi R.T. & Xiao G., 2003; Schoeder T. M. et al., 2009; Jonason
J.H. et al, 2009). Asi, existen casos en los cuales el incremento en la capacidad
transcripcional de RUNX2, no se asocia con cambio en sus niveles. En el caso de la linea

celular HBME-1 (células endoteliales de la médula 6sea humana), IGF-1 incrementa la
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capacidad de RUNX2 de unirse al DNA en sus secuencias blanco, en parte, al inducir la
movilizacion de RUNX2 desde el citoplasma al nicleo (Quiao M. et al., 2004). Por otro lado,
ensayos in vitro realizados en la linea celular de cancer mamario, SUM159, muestran que la
fosforilaciéon de RUNX2 por AKT, aumenta su capacidad de unirse al DNA en secuencias de
reconocimiento, e inducir la transcripcion de sus genes blanco, en este caso MMP9, MMP13
y VEGF (Pande S. et al., 2013). Adicionalmente, in vitro se ha visto que en células prostaticas,
AKT incrementa la actividad transcripcional de RUNX2 a través de un proceso indirecto, al
fosforilar FOXO1 evitando su migracion al nucleo, donde este reprime a RUNX2 (Cohen-Solal
K. et al., 2015). Estos, son solo ejemplos para mostrar que la actividad transcripcional de
RUNX2 puede ser aumentada por las vias PI3K/AKT y MAPK/ERK, y que su funcién puede
ser modulada sin necesidad de cambios en sus niveles proteicos. En consecuencia, los
resultados presentados permiten establecer que, en las concentraciones y tiempos en los
cuales se realizaron los estimulos, NGF no modula el nivel proteico de RUNX2 en las lineas
celulares HOSE y A2780, pero no se puede aseverar que NGF no tenga un efecto sobre la
funcién transcripcional de RUNX2. Para ello, se deben realizar otro tipo de estudios.

Efecto de Hipoxia y CoCl; en los niveles proteicos de RUNX2 en las lineas celulares

HOSE y A2780

En las células A2780, los resultados muestran claramente que la proteina HIF-1a se
encuentra tanto en normoxia como hipoxia, pero que sus niveles no se incrementan con la
privaciéon de Oz en ninguno de los tiempos evaluados. Estos resultados primeramente
sorprenden, pues estd extensamente descrito que los niveles de HIF-1a permanecen bajos
durante normoxia, y que éstos se incrementan drasticamente durante la hipoxia (Pugh, C.
W., & Ratcliffe, P. J., 2003). Ahora bien, es necesario considerar que las células neoplasicas
tienen mecanismos intracelulares alterados y atipicos. En células normales, la estabilizacién
de HIF-1a durante hipoxia, es consecuencia de la inactivacién de enzimas dependientes de
03, que hidroxilan HIF permitiendo su interaccidon con pVHL, que es parte de un complejo
con actividad E3 ubiquitin ligasa. La asociacién de HIF-la con pVHL permite su
ubiquitinacion y degradacion proteosomal (Pugh, C. W., & Ratcliffe, P. J., 2003). Al mismo

tiempo, existen otros mecanismos normales que aumentan los niveles proteicos de HIF en
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normoxia, como el estimulo con factores de crecimiento u otros ligandos que activan las
vias PKC y PI3K, las cuales incrementan su transcripcién y traduccion (Ziello J. et al., 2007).
No obstante, ademas de los mecanismos descritos, en los carcinomas es un evento comun
que HIF-1a se encuentre sobreexpresado, como efectivamente ocurre en cdncer ovarico
(Bertout J. A. et al., 2008). Estos incrementos anormales ocurren como consecuencia de la
activacion de oncogenes, como Ras y PI3K, o por disfuncidn o pérdida de supresores
tumorales como la proteina Von Hippel Lindau (pVHL) y la fosfatasa del fosfatidilinositol-
3,4,5-trifosfato (PTEN) (Denko N. C., 2008). La linea celular A2780 presenta mutaciones en
varios componentes de las vias mencionadas, de manera que resulta posible que en esta
linea celular HIF-1a se encuentre constitutivamente en niveles altos. Consecuentemente,
las células cancerosas necesitan privaciones de O, mds severas para generar incrementos
de HIF-1a sobre niveles ya aumentados respecto a una célula normal, esto puede explicar
por qué no se evidencié un aumento de HIF-1a en las células A2780 en hipoxia. En este
contexto, hay estudios in vivo que indican que los tumores presentan una condicién
hipdxica persistente, en el cual las células pueden vivir. Los datos sefialan que el porcentaje
de O que reciben las células neopldsicas en tumores soélidos, practicamente siempre es
menor al 2 %. En tumores de la cavidad abdominal siempre es bajo el 1 %, y hay situaciones
extremas, como los carcinomas de pancreas y prostata, cuyas células reciben entre 0.3y 0.6
% de Oa. In vitro, cultivos celulares de la linea LNCaP (de cancer prostatico humano), son
viables por 48 hs en 0.1 % de O,. In vivo, xenografos de esta linea celular pueden
mantenerse cerca de 10 dias con 0.1 % de O,. Concretamente, se ha mostrado que en
células neoplasicas la respuesta 6ptima de HIF-1a, en promedio, ocurre con un 0.5 % de O,
(Bertout J. A. et al., 2008; Mckeown S.R., 2013). Ahora bien, esta resistencia a la reduccién
de O; se explica en parte por el cambio en el metabolismo energético de las células
neoplasicas, basado principalmente en el proceso anaerdbico de la glicdlisis a diferencia de
las células normales que obtienen ATP esencialmente de la respiracion mitocondrial
dependiente de O,. Por esto, las células normales activan mecanismos de respuesta a
hipoxia con privaciones mas sutiles de O, respecto a las células cancerosas (Bertout J. A. et

al., 2008; Denko N. C., 2008; Mckeown S.R., 2013). En la presente investigacion, la condicion
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de hipoxia a la cual fueron sometidos los cultivos fue de 2 % de O, una privacién muy
discreta para células neoplasicas. De manera que esto puede explicar por qué los niveles de
HIF-1a no se incrementaron en las células A2780 durante hipoxia, y sugeriria que no hay
una activacion total de los mecanismos que induce la falta de O,. Por otro lado, la evaluacién
de los niveles proteicos de RUNX2 en las células A2780, muestra que esta proteina es
detectable en normoxia e hipoxia, sin embargo, sus niveles no cambian significativamente
entre las 2 condiciones. Nuevamente, los resultados no son los esperados considerando
trabajos previos en modelos de cdncer, que indicaban un aumento de RUNX2 en hipoxia.
Ahora bien, un andlisis mas exhaustivo de dichos trabajos, indica que es la severidad de la
condicién de hipoxia aplicada lo que determina el aumento de RUNX2. Uno de dichos
estudios, basado en un modelo in vivo con xendgrafos establecidos a partir de la linea
celular LNCaP, muestra que el incremento de RUNX2, tanto a nivel de transcrito como
proteina, se produce cuando el tumor alcanza una condicién de hipoxia severa con un nivel
de Oz de 0.2 %. El mismo estudio muestra que in vitro, el alza del transcrito de RUNX2 se
produce cuando las células son sometidas a una condicidon aguda de hipoxia, de 0.1 % de
02, durante 1 0 24 h (Browne G. et al., 2012; Ming J. et al., 2013). Otro articulo describe que
in vitro, en células LNCaP, el alza de RUNX2 se produce en condiciones sostenidas con 0.1
% de O; (Butterworth K. T. et al., 2008).

Como un punto aparte, un hallazgo interesante de estos estudios muestra que in vivo, el
aumento de RUNX2 por hipoxia de suscita varios dias antes del incremento en la expresion
de VEGF e IL-8, y de la aparicion de nuevos vasos (Browne G. et al.,, 2012; Ming J. et al.,
2013). Entonces, estos trabajos sostienen la idea central del presente estudio, de que
RUNX2 puede ser un mediador de angiogénesis en cancer ovarico epitelial, y ademas
muestran que el aumento de RUNX2 en respuesta a hipoxia se produce con reducciones
severas en la concentracidon de O;, lo que puede tomar dias in vivo. Considerando lo
anterior, parece tener sentido que RUNX2 no aumente en las células A2780 en un 2% de
0., porque las respuestas angiogénicas se desencadenarian con restricciones de O, mas

drasticas, y es ahi donde RUNX2 podria modular la expresion de VEGF.
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Finalmente, el no haber detectado cambios en los niveles de RUNX2, puede ser significar
que; (1) Los incrementos de RUNX2 requieren de privaciones mas severas de O; en las
células A2780, pues en este estudio se utilizd un ambiente con 20 veces mas Oz que lo
descrito. Esto posibilitaria que al cambiar las condiciones del ensayo, si se obtengan alzas
de RUNX2, o, (2) Los resultados pueden indicar que en la linea celular A2780, el nivel de O,

no modula los niveles proteicos de RUNX2 de ninguna manera.

El CoCl; induce una condicién mimética a hipoxia al intervenir la via de HIF-1a. El modelo
mas conocido para explicar el mecanismo de accién del Co*?, es que este se uniria e inhibiria
las prolil-hidroxilasas que median la degradaciéon proteosomal de HIF-1a, con el
consecuente aumento de éste (Al Okail M.S., 2010). Previamente, se ha reportado que en
células MDPC-23, tipo odontoblasticas murinas, el tratamiento con DMOG (Dimetil-
oxaliglicina), que mimetiza hipoxia al inhibir las prolil-hidroxilasas, conduce a un ascenso en
los niveles proteicos y actividad transcripcional de RUNX2 (Rahman, S. U. et al., 2014). Este
ultimo estudio y los presentados anteriormente, que muestran un alza de RUNX2 en hipoxia
propiamente tal, parecen indicar que este aumento seria consecuencia de la estabilizacién
de HIF tras la inhibicion de las prolil-hidroxilasas, es decir, RUNX2 se ubicaria rio abajo de
dichas enzimas y HIF. Uno de los mecanismos a través de los cuales HIF-1a podria aumentar
los niveles de RUNX2 seria a nivel transcripcional, ya que se ha descrito que su promotor de
tiene sitios de unidén para HIF-2a, y que in vitro, efectivamente este puede unirse a sus
elementos de respuesta e inducir la transcripcion de RUNX2 (Tamiya H. et al., 2008).
Considerando los estudios mencionados, se decidié evaluar los niveles proteicos de RUNX2
en las lineas celulares HOSE y A2780, esperando que esta ultima respondiera con un
incremento significativo de RUNX2. Por el contrario, los resultados muestran que los
estimulos con CoCly, en distintos tiempos y concentraciones, no cambian de forma
significativa los niveles de RUNX2 en las células A2780. Un aspecto importante a considerar,
es que en estos ensayos solo se evalué RUNX2 y no HIF-1a, de manera que no se puede
asegurar que la condicion mimética de hipoxia se haya logrado. Entonces, considerando el

modelo que establece que RUNX2 estd rio abajo de las hidroxilasas y de HIF, se puede decir
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que; (1) Si los estimulos no condujeron a un aumento del HIF-1a, esto indicaria que las
concentraciones y/o tiempos de estimulo fueron insuficientes para aumentarlo, vy
consecuentemente no se observarian cambios en los niveles proteicos de RUNX2, de
manera que esto posibilitaria que, al modificar las condiciones del experimento podrian
generarse cambios en los niveles de HIF-1la y consecuentemente de RUNX2, (2) Si los
estimulos produjeran un incremento de HIF-1a, esto significaria que los niveles proteicos
de RUNX2 no estarian modulados por la via de las hidroxilasas y HIF.

En sintesis, en las células A2780 los ensayos de hipoxia y estimulos con CoCl; no permiten
establecer una conclusidn respecto a si estas condiciones regulan o no los niveles proteicos
de RUNX2, para ello se requeririan varios ensayos adicionales. Como se ha mencionado, aun
existe la posibilidad de que condiciones mas severas de hipoxia puedan aumentar los
niveles de RUNX2 en las células A2780, como se ha descrito en otras lineas neoplasicas. Si
se realizaran otros ensayos y se determinara un incremento de RUNX2 con la privacidn de
0., seria necesario realizar estimulos con CoCl, para establecer si los cambios son mediados
por la inactivacion de las prolil-hidroxilasas y la estabilizacién de HIF-1a. Mas aun, si se
identificaran aumentos en los niveles de RUNX2 en hipoxia, sin modificacién en los niveles
de HIF-1q, y sin respuesta a CoCl,, entonces deberia considerarse la posibilidad de que la
falta de oxigeno regule los niveles de RUNX2 por vias alternativas a la de HIF-1a. Y
finalmente, también es posible que en las células A2780 la hipoxia no regule de ninguna
manera los niveles de RUNX2.

En el caso de las células HOSE, también se observa la presencia HIF-1la en normoxia e
hipoxia. No se observaron cambios significativos en los niveles proteicos de HIF entre las
condiciones evaluadas, en ninguno de los tiempos considerados. En este caso, puede
sorprender la presencia de HIF-1a en células HOSE durante la normoxia, ya que éstas
presentan un genotipo no neoplasico. Sin embargo, como ya se menciond, HIF-1a puede
ser estabilizado por factores de crecimiento, tanto en condiciones fisiolégicas como
patoldgicas (Ziello J. E. et al., 2007; Denko N. C., 2008). Asi por ejemplo, en normoxia se ha
descrito la expresion de HIF-1a en tejidos normales, como cerebro, rifidn, higado, corazon

y musculo esquelético (Stroka D. M. et al,, 2001). Esto podria sugerir que existe una
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expresion basal de HIF-1a en el epitelio superficial ovarico, y explicaria su deteccién en
nuestro modelo in vitro, la linea celular HOSE. Por otra parte, no se observé un aumento de
HIF-1a durante la hipoxia, contrario a lo esperado. Nuevamente, es necesario considerar
que aquello denominado “hipoxia” y “normoxia” in vitro, no necesariamente representa lo
que ocurre en los tejidos. Asi, los antecedentes disponibles indican que en condiciones
fisioldgicamente normales, las células se desarrollan en ambientes con concentraciones de
02 menores al 7 %. Mas aun, se ha establecido que un 2 % de oxigeno es, en promedio, el
valor en el cual comienzan a desencadenarse las respuestas mas categdricas a la hipoxia
(Denko N. C., 2008; Mckeown S. R., 2014). Como se ha mencionado, nuestra condicion de
hipoxia fue un 2% de 0, siendo entonces un valor que puede bordear la normalidad.
Aunque estos valores son relativos y determinados para cada tipo y contexto celular, es
posible que en las células HOSE, HIF-1a no pueda estabilizarse con un 2 % de O3, y por tanto,
no evidenciarse cambios entre los estados de normoxia e hipoxia.

En el caso de RUNX2 en las células HOSE, los resultados muestran que sus niveles proteicos
decrecen significativamente en hipoxia, tanto en 24 como 48 h de cultivo. Mas aln, existe
una relacion inversa entre los niveles de RUNX2 y el tiempo de permanencia del cultivo en
hipoxia. Consistente con esto, varios estudios in vitro realizados con células no neoplasicas,
como C3H10T1/2 (fibroblastos multipotenciales de ratén), cultivos primarios de MSC
(células mesenquimales humanas), cultivos primarios de osteoblastos humanos y murinos,
y células MC3T3-E1 (preosteoblastos de ratén), también muestran una reduccién de los
niveles de RUNX2 en hipoxia, y lo mas interesante es que este decrecimiento es detectado
en ambientes con concentraciones de O, de entre 1 a 10 % (Park J. H. et al., 2002; Ontiveros
C.etal, 2004; Salim A. et al., 2004; Heinzman J. M. et al., 2008; Kawato Y. et al., 2011; Yang
D. C. et al,, 2011). Estos antecedentes son muy relevantes, porque de alguna manera
refuerzan los argumentos que se han planteado previamente. Primero, muestra que en
células no neoplasicas existen respuestas a hipoxia que se gatillan con niveles de O, muy
por sobre lo que se observa en células cancerosas. Segundo, que en términos generales, las
células normales responden a bajas discretas de O, reduciendo sus niveles de RUNX2, a

diferencia de las células transformadas, que incrementan sus niveles en hipoxia severa,
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indicando claramente que RUNX2 ejecuta funciones muy distintas en ambos tipos celulares.
En el caso de las células transformadas, el incremento de RUNX2 tras la hipoxia se relaciona
con la generacion de células resistentes a esta condicidn. En el caso de las células LNCaP, el
incremento de RUNX2 tras exposicién a hipoxia conduce directamente al incremento de
Bcl-2, adquiriendo las células mayor capacidad de sobrevida (Browne G. et al., 2012). Por su
parte, la disminucion de RUNX2 en condiciones leves de hipoxia, en células normales como
C3H10T1/2, MSCy MC3T3-E1, entre otras, se relaciona con la detencidon de los procesos de
diferenciacion osteobldstica, probablemente como un mecanismo de proteccién a una
condicién adversa que es la falta de oxigeno. En el caso de las células HOSE, no existe ningun
reporte que pueda indicar que funcién desarrolla RUNX2 en ellas, y por lo tanto, es muy
dificil explicar porque se produce su descenso durante la hipoxia.

Recapitulando entonces, se ha planteado que las células HOSE en presencia de 2% de
oxigeno por periodos de 24 y 48 h, no activan las maximas respuestas a la privacién de
oxigeno, razén por la cual no se observa un incremento en los niveles de HIF-1a.
Paralelamente, los niveles de RUNX2 disminuyen significativamente en esta condicién, lo
que sugiere que, en las condiciones del estudio, se estdn ejecutando procesos celulares en
respuesta a una falta de oxigeno que son independientes de HIF-1a. Esto sugiere ademas,
gue la regulacion de los niveles proteicos de RUNX2 podria estar totalmente desacoplada
de la via de HIF-1a, dependencia que si se ha descrito en otros casos, pero que estaria
influenciada por otras vias activadas en hipoxia. Efectivamente existen vias que se activan
con la privaciéon de oxigeno y que son independientes de la via HIF (o por lo menos
independientes en algun grado), ellas son la supresién del Complejo 1 diana de Rapamicina
en mamiferos (MTORC1) y la activacién de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR) ante
el estrés de reticulo (Simon M. C,, et al 2008). La inactivacion de mTORC1 y la respuesta UPR
conducen a una serie de efectos con el objetivo de mantener la homeostasis celular. Entre
estos efectos es importante destacar la drastica reduccién de la transcripcion y traduccion,
procesos que sélo se sostienen para aquellos genes que resultan esenciales para la
sobrevida celular. De manera que, si RUNX2 ejecuta funciones prescindibles en las células

HOSE, entonces su transcripcién y traduccidn descenderan progresivamente llevando la
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baja de sus niveles proteicos, lo que podria explicar los resultados obtenidos. Es posible que
las células HOSE activen antes que las células A2780 estos mecanismos independientes de
HIF, como consecuencia del enlentecimiento del metabolismo asociado a la falta de
oxigeno, lo que conduce a una acumulacién de AMP con la consecuente activacién de
AMPK, que inhibe a mTORC1 (Denko N. C., 2008; Simon M. C., et al 2008). Esto tardaria mas
en producirse en las células A2780, debido a que ellas constantemente desarrollan un
metabolismo anaerdbico, y controlarian de mejor manera los niveles de Adenosin
monofosfato (AMP). Ahora bien, no es posible descartar que al someter las células HOSE a
una reduccion de O, mas intensa, es decir una hipoxia declaradamente patolégica, HIF-1a
no participe en la regulacién de los niveles de RUNX2. Es evidente que esta investigacidn
presenta un nimero muy reducido de ensayos, los cuales no proporcionan la informacién
suficiente para darle validar estas ideas.

Como en el caso de las células A2780, las células HOSE no experimentan cambios en los
niveles proteicos de RUNX2 con los estimulos de CoCl;, en ninguno de los tiempos y
concentraciones evaluadas. Considerando los ensayos de hipoxia, donde se observd una
disminucion de RUNX2 sin cambios en los niveles de HIF-1a, los resultados aqui obtenidos,
donde el Co*2 no cambia los niveles de RUNX2, parecen indicar que la via de las prolil-
hidroxilasas y HIF-1a no son las responsables de las bajas de RUNX2 producidas por el
descenso en la disponibilidad de O3, por lo menos cuando la hipoxia es leve. Sin embargo,
tampoco se puede excluir la posibilidad que al aplicar estimulos mas intensos de CoCl; no
se produzca un decrecimiento mayor en los niveles de RUNX2, lo que indicaria que en una
condicidn mas dramatica de hipoxia la via de HIF-1a podria contribuir en la regulacion de
RUNX2.

En sintesis, en el caso de las células HOSE los resultados parecen ser mas claros, e indicar
gue una baja leve en los niveles de O, activa mecanismos de respuesta que son
independientes de HIF-1a, posiblemente inactivacién de mTORC1 y respuesta UPR, que
podrian conducir a la reduccién en los niveles proteicos de RUNX2. Ademas, no puede
descartarse la posibilidad que en una situacion de hipoxia severa HIF-1a pueda participar

en la regulacién de los niveles de RUNX2.
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VIIl. CONCLUSION

El presente trabajo permite concluir que los tejidos transformados de epitelio ovarico
poseen un alto porcentaje de células con RUNX2 nuclear. Concordante con esto, la linea
celular A270, de cancer ovarico epitelial presenta elevados niveles de RUNX2 en el nucleo.
Estos hallazgos permiten establecer que RUNX2 tendria un rol en los procesos oncogénicos
implicados ya sea en la génesis, mantencién, progresién y/o metastasis del COE, pero es
necesario realizar mas estudios para determinar sus funciones especificas.

Por otra parte, los ensayos in vitro indican que, en las condiciones evaluadas, los niveles
proteicos de RUNX2 no son influenciados por las condiciones proangiogénicas de hipoxia y
estimulo de NGF. No obstante, se requiere realizar ensayos adicionales para determinar si

NGF e hipoxia pueden modificar la actividad transcripcional de RUNX2.
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X. ANEXO

X.1. Autorizacion del Comité de ética del Hospital Clinico de la Universidad de Chile para

el uso de muestras de pacientes en investigacion

AUTORIZACION PARA EL USO DE MUESTRAS DE OVARIO GUARDADAS EN
FORMA CODIFICADAS EN DEPENDENCIAS DEL HOSPITAL CLINICO DE LA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Se solicita en forma oficlal, al Director del Hospital de 'a Universidad de Chile y al
Comité de Etica de Investigacion del Hospital Clinico de la Universidad de Chile, |a
autorizacion para el uso de muestras de ovario almacenadas en dependencias del
Hospital, para el proyecto de investigacién cuyo titulo es: Contribucién de las
isoformas del receptor trkA en la proliferacion y angiogénesis del cancer ovérico
epitelial: Potenciales blancos para ja Intervencion terapéutica. Este proyecto es ia
continuacién de un trabajo de investipacion que viene realizéndose desde el afio 2003,
con resultados muy interesantes y con muchas proyecciones clinicas,

Las muestras de ovario estan guardadas en forma codificada a -80°C y en custodia
por la investigadora principal del proyecto, Carmen Romero, en el Laboratorio de
Bioquimica y Biologla de la Reproduccién del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile.

Las muestras de ovario incluidas en parafina (tacos de parafina) se encuentran
almacenadas en el Servicio de Anatomla Patolégica del Hospital Clinico de 1a
Universidad de Chile.

Esta solicitud se debe a que esta patologia tiene una muy mala respuesta a las
terapias y por lo tanto, una alta tasa de mortalidad, motivo por el cual, la mayoria de
las pacientes i con cancer ovarico han fallecido y es dificll encontear un
pariente para la autorizacién de dichas muestras.

Cabe hacer notar que siempre se mantendré la confidencialidad de dichas muestras
en todas las publicaciones que emanen de este estucio

Director General
Hospital Clinico Universidad de Chile
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X.2. Consentimiento informado que las pacientes firman autorizando la donacién y uso de
muestras para su uso en investigacion

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA UTILIZACION DE TEJIDO
OVARICO

Tiulo: Contribucién de las isoformas del receptor trkA en la proliferacion y
angiogénesis del cincer ovirico epitelial: Potenciales blancos para fa
intervencién terapéutica.

Nombre del InvesSigador Principal: Dra Cafmen Romaro.- RUT 5271568-7

Nombre dei Colaborador Clinies: RUT

Instiycidn: Clinico Universidad de Chils, Universidad de Chie
Teléfonos: 978 — 8304 / 474 - 8305

Mi médco tratante me ha explicado que, como parte del tratamiento de mi

enfermedad, debo scmetenne a ung operacion pamm exirpar uno o mis dod ovarios.

Se ma ha solicitado donar parte def tojido ovirico para un proyecto de investigacion,

donde se estd estudiando los mecanismos moleculanes involucrados en s

prograsién del cancer avarico epielial, Estoy de scuardo en paricipar en este

aetudio, y doy mi conseniimiento pera que utilcen pane de mi tejido ovarico, ya que
de esla manera ayudo en el conocimiento dentifics, ko gue 2 su vez en @ NAuro
puede ser de gran ayuda pars 10038 198 mujeres son cincer ovinico.

Yo entiendo que:

&) Cuando me practiquen le biopsia, procedimiento que ha Indicade al médico, como
parte de mi tratamvento, se oblencrd una muestia de mi lejido ovarico, Esta
muestra se utfizard para jos andiss de este estudic, Io Gue no intarSare en nada
con los otros andlisis que requiere mi médico trstante,

b} Elque se utiice parie dal tejkdo en este estudio, no implica ningdn riesgo para mi,

aparts de la drugla, no significa costo para mi, ni para mi sistema de salud.

Cuslquier pregunts que yo quiera hacer con relackin & mi paricpacién en esie

esludio deberd 507 contestada por la investigadors principal de este estudio

d) Yo podré negarme a particpsr de este estudio en cuslquier memento sin ser
obligada a dar razones y sin que esio me perjudigue en mi calided de pacente o
usuaria de! Mospial Cinico de la Universicad de Chile,

e} Los resuitados de este estudic pueden ser publicados, pero mi nombre o identidsd
no serd reveladc y mis datos clinicos y experimentales permanecerdn en forma
corfidencial, 8 menos que mi identicad sea solicitads por ley.

N Mi tejdo ovérico se utilizard Gnice y exclusivaments en los estudios que estoy
autonizando & través de este documanto,

a) mmmmmmmwmmmwmeum.

h} Se me ha indicado que si deseo hecer slguna cansuta relacionsde con ke
6ticos de mi participacion en ests profocolo, me puedo dirgir al Presidente del
Comisé de Eica en investigecién del Hospital Clinico ce 1a Universidac de Chie,
Santos Dumont 898, teléfono 9735008

1)

Nombre ce Pacienta Fima de PaSerie
RUT:
Nombee Ministro de Fe Firma de Minisire de Fs
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