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vii. RESUMEN

El cancer ovarico epitelial (COE) es la primera causa de muerte por neoplasias
ginecoldgicas en paises desarrollados como Canada y EE.UU. En el caso de Chile,
es la segunda causa de muerte por neoplasias ginecoldgicas. Este cancer se
caracteriza por ser de diagnostico tardio, debido a su sintomatologia poco especifica
y poseer una pobre respuesta al tratamiento. Debido a lo anterior, es importante
entender los mecanismos tanto de la génesis como del desarrollo de esta neoplasia.
En COE se ha encontrado que NGF tiene un rol importante, estimulando
principalmente, la proliferacion y la angiogénesis de manera directa e indirecta.
Ademas, estudios en nuestro laboratorio han reportado que a medida que progresa
el cancer ovarico epitelial hay un aumento en los niveles de VEGF, NGF, receptor

TRKA, su forma activa (p-TRKA) y c-Myc, entre otros.

Actualmente, la literatura esta describiendo otras moléculas involucradas en la
carcinogénesis, los microRNA (miRNA o miR). Son pequefios RNA no codificantes
de alrededor de 22 nucleétidos, capaces de regular la expresion de genes, al
impedir la traducciéon del mRNA. Estan involucrados en varios procesos biologicos
como el desarrollo, la diferenciacion, la apoptosis y la proliferacion, por lo que los
mMiRNA también tienen un importante rol en la oncogénesis, debido a que pueden
actuar como supresores de tumores o como oncogenes. Uno de estos miRNA es
miR-23b, el cual se ha descrito estar disminuido en varios tipos de cancer, como lo

son el cancer de prostata, el cancer de vejiga y el cancer ovarico entre otros.



Hipotesis: En el cancer ovérico epitelial el aumento en los niveles de NGF, produce

una disminucion en los niveles del microRNA 23b-3p.

Objetivos: Evaluar los niveles del miR-23b-3p en muestras de tejidos ovaricos y si

este se encuentra disminuido por efecto de NGF en lineas celulares.

Metodologia: En los experimentos ex vivo, se evaluaron los niveles del miR-23b de
las muestras de tejido (OVI, Tumores y COE) por RT-PCR. En cuanto a los
experimentos en lineas celulares, se evaluo el efecto de NGF sobre los niveles del
miR-23b, al estimular directamente con NGF. Para evaluar si NGF inhibe a miR-

23D, se utilizé un anticuerpo anti-NGF y un inhibidor de su receptor TRKA.

Resultados: Los niveles del miR-23b en los tejidos ovaricos disminuyen en los
grupos de tumores y COE al compararlos con los tejidos ovaricos normales
inactivos. En las lineas celulares, al estimular con NGF se observo una disminucion
en los niveles del miRNA-23b y el efecto de NGF fue posteriormente revertido al

inmunobloquear NGF vy al inhibir su via de sefializacién con un inhibidor de TRKA.

Proyecciones: Para lograr entender mejor los mecanismos involucrados en este
cancer seria interesante evaluar otras moléculas que podrian estar modificando los
niveles del miR-23b, tales como c-Myc y COX-2, ya que en otros tejidos se ha
encontrado que alteran los niveles de este miR. También seria importante encontrar

los blancos de este miRNA.
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viii. ABSTRACT
"Levels of microRNA-23b in the progression of epithelial ovarian cancer and

the effect of NGF on the levels of this microRNA in ovarian epithelial cell lines"

Epithelial ovarian cancer (COE) is the leading cause of death from gynecological
malignancies in developed countries such as Canada and USA. In the case of
Chile, it is the second cause of death due to gynecological neoplasias. This cancer
is characterized by late diagnosis, due to its poorly specific symptoms and poor
response to treatment. For these reasons, it is important to understand the
mechanisms of both the genesis and development of this neoplasm. It is a
company that is dedicated mainly to the generation of information and indirect. In
addition, studies in our laboratory have reported that epithelial ovarian cancer
progression there is an increase of VEGF, NGF and TRKA receptor levels, its

active form (p-TRKA), and also c-Myc, among others.

Currently the literature is describing another molecules involved in carcinogenesis,
the microRNA (miRNA or miR). They are small non-coding RNAs of about 22
nucleotides, capable of regulating gene expression, by preventing translation of
MRNASs. They are involved in several biological processes such as development,
differentiation, apoptosis and proliferation, so miRNAs also play an important role
in oncogenesis, because they can act as tumor suppressors or as oncogenes. One
of these miRNAs is miR-23b, which has been reported to be decreased in several
types of cancer, such as prostate cancer, bladder cancer and ovarian cancer

among others.
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Hypothesis: In epithelial ovarian cancer there is an increase in NGF levels, which

causes a decrease of miR23b-3p levels.

Objectives: To evaluate miR-23b-3p levels in samples of ovarian tissues and to

evaluate whether NGF diminish miR-23b levels in epithelial ovarian cell lines.

Methods: In ex vivo experiments, miR-23b-3p levels of tissue samples (OVI, Tumors
and COE) were evaluated by RT-PCR. Epithelial ovarian cell lines were used to
evaluate the effect of NGF on miR-23b levels. This effect was also blocked when an

antibody anti-NGF and an inhibitor of TRKA receptor were used.

Results: MicroRNA-23b levels in ovarian tissues were reduced in the tumors and
COE groups when were compared to the normal ovarian tissues or control group. In
epithelial ovarian cell lines, miRNA-23b levels decreased by NGF stimulation and
this effect was subsequently reversed by NGF immunoblocking and when a specific

TRKA inhibitor was used to inhibit the signaling pathway through TRKA.

Projections: In order to better understand the mechanisms involved in this cancer,
it would be interesting to evaluate molecules that could be affecting miR-23b levels
such as c-Myc and COX-2, because in other type of cancer these molecules

change miR-23b levels and also it will be important to know which are the target of

this miR.
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I.INTRODUCCION

[.1. Cancer de ovario

Dentro de las neoplasias que afectan a las mujeres a nivel mundial, el cancer de
ovario ocupa el sexto lugar. Sin embargo, entre las neoplasias ginecolégicas, la
incidencia y mortalidad de este cancer es més alta en paises desarrollados como
Canadd, EE.UU y paises de Europa occidental (Hennessy, Coleman, & Markman,
2009; Torre et al., 2015). En Chile, el cancer de ovario es la segunda causa de

muerte por neoplasias ginecolégicas (MINSAL, Chile, 2013).

La alta mortalidad en este tipo de cancer se explica porque la sintomatologia es muy
inespecifica, la que se asemeja a la de enfermedades ginecoldgicas,
gastrointestinales y genitourinarias, de manera que el diagndstico se realiza en
estadios avanzados de esta enfermedad (Cuello F, 2013; Torre et al., 2015). En
estos estadios hay un gran compromiso funcional del ovario y una pobre respuesta
a la terapia, lo que lleva a que la sobrevida a 5 afios del diagndstico no sea mayor

al 30% (MINSAL, Chile, 2013).

Existen diversos factores que aumentan el riesgo de desarrollar cancer ovarico,
entre los cuales destacan: la nuliparidad, mutacion en los genes BRCA1/BRCA2,
menarquia temprana, menopausia tardia y la edad. Sin embargo, el factor de riesgo
mas importante es tener antecedentes familiares de cancer de ovario o de mama.

Por otro lado, los factores que disminuyen el riesgo de desarrollar este cancer son
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el uso de anticonceptivos orales, el embarazo y la lactancia, ya que disminuyen el

namero de ovulaciones (Hennessy et al., 2009).

Diagnostico

La deteccion temprana es critica para mejorar la sobrevida, para lo cual es
necesario que la paciente tenga lesiones clinicamente detectables en etapas
tempranas (Hennessy et al., 2009). Por otra parte, en la actualidad, los métodos de
diagnostico permiten que solo el 20% de las pacientes sean diagnosticadas cuando
el cancer se encuentra localizado solamente en el ovario (Bast et al., 2009). En esta
linea, uno de los métodos de diagnadstico es la medicion sérica del marcador CA125,
el cual por si solo no posee ni la especificidad ni la sensibilidad para ser usado en
screening, de modo que para mejorar la especificidad, se usa en conjunto con la

ultrasonografia transvaginal (TVS) (Hennessy et al., 2009).

Cabe destacar que los niveles séricos del marcador tumoral CA125 que se utiliza
actualmente, no aumenta lo suficiente sus niveles séricos en estadios tempranos
del cancer de ovario, y s6lo un 80% de los canceres de ovario expresan este

marcador (Yang et al., 2015).
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Causas

El cancer de ovario puede desarrollarse a partir de varios tipos celulares como las
células germinales, células de la granulosa o células epiteliales. Cuando la
malignidad comienza en estas Ultimas se denomina cancer ovarico epitelial (COE),
constituyendo mas del 90% de los tipos de cancer de ovario (Chen et al., 2003)

Hoy en dia, existen tres hipotesis relacionadas entre si que tratan de explicar el

desarrollo del COE:

1. Laovulaciéon incesante. Se postula que las repetitivas rupturas del epitelio
de la superficie ovarica y la consiguiente proliferacion celular, como
mecanismo reparativo post-ovulacion, conlleva a la formacién de quistes de
inclusion. Estos quistes aumentarian el riesgo de carcinogénesis capturando
células epiteliales en un ambiente con constante estimulacion autocrina y/o
paracrina por factores de crecimiento como hormonas, fosfolipidos, factor de

crecimiento endotelial vascular (VEGF), etc (Hennessy et al., 2009).

2. La estimulacion gonadotrdopica. Se postula que los altos niveles de las
gonadotrofinas durante la ovulacion y las persistentes altas concentraciones
después de la menopausia, estimulan a las células epiteliales de la superficie
ovérica, lo que conlleva a la carcinogénesis (Hennessy et al., 2009). Lo
anterior se explica por el hecho que las gonadotrofinas producen un aumento
en la produccién de estrogenos por parte de las células epiteliales (Fleming,

Beaugié, Haviv, Chenevix-Trench, & Tan, 2006), de modo que el estradiol
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(en conjunto con la gonadotrofinas) aumenta la expresion proteica del factor
de crecimiento nervioso (NGF) y su receptor de alta afinidad, TRKA, los que
juegan un rol importante en la angiogénesis y proliferacion del cancer ovarico
epitelial (Campos et al., 2007). Ademas, los genes de NGF y VEGF tienen
elemento de respuesta para estradiol (Valladares et al., 2017), lo que implica
un aumento de la angiogénesis, ya que en nuestro laboratorio se ha
encontrado que ambos factores de crecimiento aumentan con la progresion
del COE (Tapia et al., 2011), y este cancer se caracteriza por ser altamente

angiogénico.

. El efecto inflamatorio. Se postula que durante la ruptura de los foliculos
maduros (producto de la ovulacién) y la consiguiente proliferacion de las
células epiteliales como mecanismo reparativo, se genera un proceso
inflamatorio llevado a cabo por citoquinas y moléculas pro-inflamatorias. Este
proceso inflamatorio se ha asociado a un mayor riesgo de desarrollar cancer

ovarico epitelial (Fleming et al., 2006).

Por otro lado, existen diversas mutaciones, que contribuyen a la patogénesis de

muchos tipos de cancer. Especificamente en COE, un 15% de las pacientes tiene

mutaciones en el gen BRCA1 o BRCA2 (Wahner et al., 2017).

Actualmente, hay muchas moléculas que juegan un rol importante en el desarrollo

de este cancer, entre las que destacan el factor de crecimiento nervioso (NGF) y su

receptor de alta afinidad, TRKA (Vera, Tapia, Vega, & Romero, 2014).
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[.2. NGF y su receptor TRKA

El factor de crecimiento nervioso (NGF) pertenece a la familia de neurotrofinas,
donde encontramos, NGF, BDNF, neurotrofina-3 (NT-3), neurotrofina-6 (NT-6) y

neurotrofina-4/5 (NT-4/5) (W. Wang et al., 2014).

El factor de crecimiento nervioso promueve la sobrevida neuronal y, a nivel ovarico,
se ha encontrado que participa en la expresion de los receptores de FSH en células
de granulosa (Julio-pieper et al., 2006; Romero et al., 2002), asi como también en
la progresion del cancer de ovario epitelial y en la angiogénesis de esta patologia

(Tapia et al., 2011; Urzua et al., 2012).

Los receptores para cada una de las diferentes neurotrofinas pertenecen a una
familia de receptores tirosinas kinasas (TRK). Estos receptores poseen un dominio
extracelular, una Unica region transmembrana y una region intracelular con varios

residuos de tirosina (Allard et al., 2012).

Por lo demas, existen tres receptores de la familia TRK. Ellos son: TRKA, receptor
de alta afinidad por NGF; TRKB, que se une a BDNF y NT-4; y TRKC, que une NT-
3. Cuando la neurotrofina se une a su receptor, éste dimeriza y se autofosforila en
los residuos de tirosina, permitiendo la activacion de distintas vias de sefalizacion.
Dentro de aquellas vias que se activan por estimulacion de NGF, esti la via
PISK/AKT y MAPK/ERK2, promoviendo la sobrevida y diferenciacién celular,

respectivamente (Julio-Pieper et al., 2009).
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Rol en cancer de ovario

Debido a que NGF promueve la proliferacion y sobrevida celular, éste juega un rol
importante en el desarrollo y progresion del cancer ovarico epitelial. Por otro lado,
NGF también promueve la angiogénesis, proceso que es clave para la mantencién
y progresion de cualquier tipo de cancer. Lo anterior, se explica por el hecho que
las células de la granulosa secretan NGF y de manera autocrina, éste estimula a
través de la activacion de su receptor de alta afinidad, causando la secrecion de

VEGF (Campos et al., 2007).

Posteriormente, VEGF actua sobre las células endoteliales, provocando el aumento
en la sobrevida, proliferacion y migracion de estas células (Tapia et al., 2011), lo
gue se conoce como angiogenesis. También, el NGF puede actuar de forma directa
sobre las células endoteliales, promoviendo asi la angiogénesis en el ovario
(Campos et al.,, 2007). Finalmente, cabe destacar que estudios de nuestro
laboratorio han demostrado que en muestras de tejido de cancer de ovario hay un
aumento en los niveles de TRKA y p-TRKA (Tapia et al., 2011) y que en explantes
de COE se encontrdé un aumento de la proliferacion celular, asi como también un
aumento en la secrecion de VEGF, por estimulacion de NGF (Campos et al., 2007)

y en lineas celulares de cancer de ovario (Tapia et al., 2011).
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[.3. miRNASs

Los microRNAs (miRNA o miR) son moléculas de RNA pequefios con una longitud
de entre 18 y 25 nucledtidos, no codificantes y estan altamente conservados entre

las especies (Kinose et al., 2014).

Su funcién es el silenciamiento de moléculas de mMRNA a través de dos mecanismos
como la represion transcripcional y la degradaciéon dependiendo del grado de
complementariedad del miRNA con el mRNA. Por lo general el sitio de union al
MRNA blanco esta dado por la regién 3’ UTR de este mRNA (Piva et al., 2013). Los
miRNAs en su regién 5’ desde el nucledtido en la posicion 2 al 7 son conocidos
como la region semilla y es una regién clave para el reconocimiento de su blanco
(Ha & Kim, 2014). El resto de las bases no requieren de un 100 por ciento de

complementariedad para lograr ejercer su funcion (Muller et al., 2014).

Un punto importante a considerar de los miRNAs es que un solo miRNA es capaz
de reconocer multiples blancos y que solo un mMRNA puede ser regulado por varios
mMiRNAs, lo que hace importante entender la regulacion de los microRNA y sus

blancos (Piva et al., 2013).

Por dltimo, los miRNAs estan involucrados en varios procesos celulares como el

desarrollo, la diferenciacion, la apoptosis y la proliferacion (Ebert & Sharp, 2012;

Vitsios et al., 2017).
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Biogénesis de los miRNAs

Las secuencias precursoras de los miRNAs estan ubicadas en diferentes partes del
DNA y pueden presentarse como unidades transcipcionales mono o policistronicas

(Olena & Patton, 2009).

Los miRNASs son transcritos desde el genoma por la RNA polimerasa Il, produciendo
una molécula larga con una estructura en forma de horquilla (stem-loop) compuesta
por un tallo y un bucle, denominada miRNA primario (pri-miRNA). Luego, el tallo es
cortado por la endonucleasa Drosha que junto con el cofactor DGCRS8 (también
llamado Pasha en invertebrados), forman el complejo microprocesador (Fig. 1).
DGCRS interactua con los pri-microRNAs a través de los segmentos de cadena
simple y del tallo, permitiendo que Drosha los elimine. El producto resultante es una

molécula de 60-70 nucleotidos denominada miRNA precursor (pre-miRNA).

El pre-miRNA es exportado del nucleo al citoplasma gracias a la exportina-5
dependiente de actividad Ran-GTP. Una vez en el citoplasma, GTP es hidrolizada
a GDPy el pre-miRNA es liberado del complejo exportador al desensamblarse, y es
reconocido por el complejo endonucleasa formado por Dicer y TRBP (Proteina de
unién a RNA en respuesta a trans-activacion). Dicer rompe y elimina el bucle de los
pre-miRNAs, generando un miRNA de doble hebra de aproximadamente 22
nucleodtidos, que contiene una cadena madura de mMIRNA y su cadena

complementaria.
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Posteriormente, este complejo se ensambla con la proteina Ago2 gracias a la unién
con TRBP, para formar el complejo silenciador miRISC (Fig.1), el cual selecciona
una de las cadenas que sera responsable de dirigir el silenciamiento (madura), y la

otra sera degradada (Ha & Kim, 2014).

!ﬂ fi Nuclﬂur.c“upmﬁ_“_ /"’H . AGOZ2

—TRBP duplex

RIIE—T £ ™ Rilla \
S~ —DICER1
£] Pri-miRMA

iRISC

E3 XPOS ""J

T AAA RanGTP SN
m
f , o AAA
. ! Transzlational represzion
Fre-miRNA _' | and mRNA decay

Micro-

processor 4= —DGCRE

L ~DROSHA
F?j*:l.ﬁ? -|‘1.I|E|
o

Figura N°1. Biogénesis de los microRNA. Los miRNAs son transcritos como Pri-miRNA por la RNA
Pol Il en el nicleo, luego son cortados por Drosha y DGCR8 produciendo el Pre-miRNA, que es
exportado desde el nacleo al citoplasma por XPO5 y es posteriormente procesado por Dicer generando
un MiRNA maduro de doble hebra, este se ensambla con Ago2, formando el complejo miRISC
(Modificado de Lin & Gregory, 2015).
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miRNASs en céancer

La regulacion y el equilibrio de los miRNAs son muy importantes para el correcto
funcionamiento celular, ya que estos estan regulando proteinas oncogénicas y
oncosupresoras. En el proceso neoplasico se pierde el equilibrio y cambia la

expresion de los miRNAS (lorio & Croce, 2012).

Varios estudios muestran que los miRNAs se expresan de forma anormal en
diferentes tipos de canceres (Visone & Croce, 2009). Ademas, se hadeterminado
gue mas del 50% de los genes que transcriben para estos miRNAs, se localizan
en sitios de inestabilidad gendmica asociadas al desarrollo de cancer (Esquela-

Kerscher & Slack, 2006).

En la actualidad, el nuevo desafio es encontrar patrones de expresion de los
mMiRNAs en los distintos canceres, identificar posibles miRNAs que sirvan de

biomarcadores y blancos terapéuticos para los distintos tipos de cancer.

MiRNAS en cancer ovarico epitelial

Hay una amplia evidencia de que los miRNAs estan desregulados en el COE.
Dentro de los miRNAs que estan elevados en esta patologia, tenemos a la familia
del miR-200, al miR-221, etc. Mientras que los miRs que estdn disminuidos
podemos encontrar al miR-145, al miR-125b y al miR-23b entre otros

(Mezzanzanica et al., 2010).
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Dentro de los miRNAs mencionados se destaca la presencia del miR-23b, que es
un MiRNA de 21 pb, existen 2 hebras provenientes del pre-miRNA, pero a la hebra

a la que nos referiremos en este trabajo es al miR-23b-3p.

Se ha documentado que en cancer de mama, prostata y de cuello uterino se
encuentran niveles reducidos de este miR (Campos-Viguri et al., 2015).
Adicionalmente, en COE se han encontrado que sus niveles estan disminuidos y
esto esta asociado a una menor sobrevida en las pacientes (Li et al., 2014).

Ademas en gliomay en cancer de prostata se ha asociado a que sus niveles pueden
ser reducidos por c-Myc (Fulciniti et al., 2016; Gao et al., 2009). Por lo que lo hace
interesante estudiar mas al miR-23b en COE, ya que los niveles de c-Myc estan

elevados por la accion de NGF y su via de sefializacion TRKA (Urzua et al., 2012).

Debido a lo anterior es de interés medir los niveles del miR-23b en COE y si NGF

esta involucrado en los cambios de niveles del miR-23b en lineas celulares de

cancer de ovario.
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Il. HIPOTESIS

“En el cancer ovarico epitelial el aumento en los niveles de NGF, produce una

disminucion en los niveles del microRNA 23b-3p”

[ll. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar si los niveles de miR-23b se encuentra disminuido en cancer ovarico
epitelial versus los tejidos de ovario normal y si NGF disminuye los niveles

de miR-23b en lineas celulares de epitelio ovarico.

IV. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Determinar los niveles de miR-23b en la progresion del COE en muestras de

tejido

2.- Evaluar en las lineas celulares HOSE y A2780 el efecto de NGF en la

disminucién de miR-23b.

3.- Evaluar si el inmunobloqueo de NGF o la inhibicion del receptor TRKA cambia

los niveles del miRNA-23b en lineas celulares de epitelio ovarico.
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V. Metodologia

V.1l. Estudios ex vivo

Obtencién de muestras

Las muestras correspondientes a tejidos ovaricos humanos fueron obtenidas a
través de histerectomia con oforectomia realizada a pacientes que asistieron al
Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Clinico de la Universidad de
Chile. Estas pacientes previamente firmaron un Consentimiento Informado, el cual

fue aprobado por el Comité de Etica del Hospital Clinico de la Universidad de Chile.

Para realizar este estudio se consideraron los siguientes tipos de muestras:

1. Ovario normal Inactivo (OVI): Tejido ovarico de pacientes controles cuyos
ovarios no estan ciclando y con una monocapa de células epiteliales en la

superficie del ovario

2. Tumor Benigno (Tbe): Ovarios con quistes de inclusién de diametro mayor
a 1 cm, los cuales estan rodeados por una monocapa de células epiteliales en
su interior y el epitelio de la superficie del ovario se observa con signos de

proliferacion
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3. Tumor Borderline (Tbo): La monocapa de células epiteliales de la superficie
del ovario ha proliferado, produciendo un epitelio pseudo-estratificado. Los quistes
de inclusion tienen grandes proyecciones papilares y, en algunos casos, puede

observarse un minimo grado de invasion del estroma.

4. Cancer Ovérico Epitelial bien diferenciado o de grado | (COE I): Ovarios
con estructura papilar irregular, con invasion de células epiteliales mayor a 3 mm
hacia el estroma y con epitelio de la superficie del ovario se presenta

pseudoestratificado.

5. Cancer Ovarico Epitelial moderadamente diferenciado o de grado |l
(COE 1I): Ovarios con mayor cantidad de zonas desdiferenciadas, con

nucleos atipicos y mas focos de invasion.

6. Cancer Ovérico Epitelial pobremente diferenciado o de grado Ill (COE lll):
Corresponde a una masa solida desdiferenciada, con evidente polimorfismo

tanto celular como nuclear, ademas de muchos focos de invasion.

Las muestras de ovario normal inactivo corresponden a tejidos provenientes de
ovarios de mujeres sometidas a histerectomia con ooforectomia, uni o bilateral, por
patologias no ovaricas. El resto de los grupos se obtuvo mediante histerectomia
con ooforectomia o por histerectomia radical, a pacientes a las cuales se les

diagnosticé un tumor ovarico o cancer de ovario. Ademas, es importante sefalar
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gue las muestras de cancer ovarico epitelial poseen una histologia de tipo seroso.

Para un mejor andlisis de los datos las muestras fueron agrupadas en:

Tejidos OVI: Ovario Normal Inactivo

Tejidos Tumores: Tumor benigno y tumor borderline

Tejidos de Cancer Ovérico Epitelial COEs: COE |, COE Il'y COE Il

V.2. Estudios in vitro

Cultivo celular

Las lineas celulares del epitelio de la superficie ovarica humana (HOSE) y de cancer
de ovario epitelial humano (A2780), fueron cultivadas en medio Dulbecco’s minimal
essential medium/Ham F-12 (DMEM/Ham F-12) sin rojo fenol, suplementado con
1,2 g/L de bicarbonato de sodio, 10% de suero de bovino fetal (FBS), con una
solucion de antibidticos (penicilina-estreptomicina) y antimicético (variconazole).
Las células fueron cultivadas a 37°C, en atmosfera hiumeda, a una concentracion
de 5% CO:.. Al alcanzar un 80% de confluencia, las células fueron tripsinizadas con

una solucion de Tripsina-EDTA al 0,25%.
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Lineas celulares

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

post-menopausica con cancer endometrial.

2. Linea celular de Cancer Ovérico Epitelial Humano (A2780): Linea celular de

cancer ovarico epitelial, con morfologia epitelial, sensible a farmaco. Esta linea

celular fue establecida a partir de tejido tumoral de una paciente, previo al

tratamiento.

Estimulos

Se sembraron 1.000.000 células de las lineas celulares HOSE y A2780, estuvieron

24 h en medio sin suero, pasado este tiempo se hicieron los siguientes estimulos:

1. NGF: Células estimuladas con 100 ng/mL de NGF (Sigma-Aldrich, St Louis,

MO, USA) durante 180 minutos.

2. GW441756: Células incubadas con 20 nM de GW441756 (Tocris Bioscience,

Bristol, UK), inhibidor especifico de TRKA durante 180 minutos.
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3. Anti-NGF: Células incubadas con el anticuerpo contra NGF (Abcam,

Cambridge, UK) en una concentracion de 1:1000 durante 180 minutos.

4. GW441756 + NGF: Las células fueron pre-incubadas con 20 nM de
GW441756 por 30 minutos y luego estimuladas con 100 ng/mL de NGF por

180 minutos.

5. Anti-NGF + NGF: Las células fueron pre-incubadas con el anticuerpo contra
NGF diluido 1:1000 y posteriormente estimuladas con 100 ng/ml de NGF por

180 minutos.

Los tiempos de estos estimulos estan dados por trabajos anteriores del laboratorio,

en donde se encontrd que a los 180 minutos posterior al estimulo ocurre un cambio

en los niveles de los microRNA.
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V.3. Niveles de miRNAs

Extraccion de miRNAs

La extraccion de los miRNAs se realiz6 a partir de muestras de tejidos y de lineas

celulares, de acuerdo a los siguientes procedimientos:

Para las muestras de tejido, se tomo el tejido congelado a -80°C, fue pesado para
tomar aproximadamente 50 mg de tejido, el cual fue agregado a un tubo eppendorff
con 700 pL de Quiazol (Qiagen, Hilden, Alemania). Cada tejido se homogenizo
utilizando Ultraturrax (Polytron PT10/35 Homogenizer; KINEMATICA) y luego se
incubd durante 5 minutos en hielo.

Para los experimentos en las lineas celulares se usaron 1.000.000 de células en
placas de 6 cm, a las que se les agrego directamente 700 pL de Quiazol y se raspo
con un asa raspadora de células, posteriormente se tomo el liquido y se trasladé a

un tubo eppendorff.

Los pasos siguientes son comunes para las muestras de tejido y las lineas celulares.
Para lo que se procedio a realizar la extraccion de los miRNAs usando el kit
miRNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania). EL kit fue utilizado siguiendo las

instrucciones del proveedor.
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Para la retrotranscripcion de los miRNAs, obtenidos de muestras de tejidos y de
lineas celulares, a cDNA se utilizé miScript Il RT kit (Qiagen, Hilden, Alemania), en
el termociclador Mastercycler, Eppendorff, segun las instrucciones del proveedor.
Dentro de este kit se tiene la opcion de elegir la retrotranscripciéon de miRNAs o de
RNA total, para esto se elige el buffer Hi-Spec o Hi-Flex respectivamente. En este
caso se decidi6 usar el buffer Hi-Spec, para solo medir miRNAs. En este paso se le

adiciona un universal tag a los miRNAs para su posterior amplificacion.

RT-PCR de miR-23b-3p

Para la deteccion y cuantificacion del miR-23b-3p se us6 miScript SYBR Green
gPCR kit (Qiagen, Hilden, Alemania) en el equipo StepOne Real-Time PCR (Applied
Biosystems, California, USA) segun las instrucciones del proveedor. Los partidores
(Tabla 1) fueron comprados en Qiagen, el otro partidor necesario para amplificar el

MiRNA viene dado por el universal tag, por lo que se usa un partidor universal.

Tabla 1. Partidores utilizados en RT-PCR.

mMiRNA Secuencia
miR-23b-3p 5'AUCACAUUGCCAGGGAUUACC
RNU6 No especificada por el proveedor
upP No especificada por el proveedor
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Como control y normalizador se us6 el RNA enddgeno, RNUG6 y el control negativo
fue agua estéril, el programa utilizado esta en la Tabla 2. ElI volumen final de la

reaccion es de 12 pL.

Tabla 2. Programa de RT-PCR usado para amplificar el cDNA.

Programa de PCR Tiempo Temperatura
Activacion 15 minutos 95°C
Denaturacion 15 segundos 94°C
Alineamiento 30 segundos 55°C
Extension 30 segundos 70°C
Ciclos 40
Curva de Melting 60°C a 95°C
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V.4. Anélisis estadistico

El calculo para el tamafio muestral (n) para los experimentos ex vivo e in vitro se
realiz6 utilizando la formula de comparacién de medias: n = (2(Za + ZB)? S?)/d?,
asumiendo un a de 0,05 (Za = 1,96), un B de 0,20 (ZB = 0,842), una desviacién
estandar (S?) de 0,09 (ex vivo) o 0.06 (in vitro), y una diferencia entre las medias
(d?) de un 25% (Fernandez, 1996). Considerando los valores anteriores, se obtuvo
un n=6 para los experimentos ex vivo (para cada tipo de muestra) y un n=4 para

los experimentos in vitro.

En el caso de los experimentos ex vivo, los distintos grupos de muestras fueron
comparados con el grupo Ovario normal Inactivo (OVI), siendo este ultimo
considerado como control frente a los diferentes grupos representativos del estado
patolégico. En los experimentos in vitro, particularmente en los ensayos con los
distintos tratamientos, se comparé con su basal, de modo que los resultados se
expresaron como “veces el basal”. A su vez, cabe sefialar que todos los
experimentos individuales fueron realizados en duplicado. Finalmente, los
resultados obtenidos se expresaron como el promedio * error estandar del

promedio.

El andlisis de los datos se llevo a cabo en el programa GraphPad Prism 5. Debido
a que los datos son no paramétricos, se utilizé el test de Kruskal-Wallis, seguido de
un post test de Dunn, y el test de Mann-Whitney, segun corresponda. Por ultimo,

como criterio de significancia, se establecio un valor de p < 0,05.
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V.5. Disefo experimental

Estudios ex vivo

Tejidos ovaricos

(ovl, TBE, TBO, COE |,
COE Il'y COE IIl)

Muestras congeladas a -80°C

Extraccién de miRNA

RT-PCR
miR-23b-3p

Estudios in vitro

Lineas celulares

HOSE y A2780

100 ng/mL NGF
20 nM GW441756
1:1000 Anti-NGF

Extraccién de
mMiRNA

RT-PCR
miR-23b-3p

Figura N°2. Disefio experimental de los estudios ex vivo e in vitro.
OVI: ovario normal inactivo; TBE: tumor benigno; TBO: tumor borderline; COE I: cancer ovarico
epitelial bien diferenciado o de grado I; COE II: cancer ovérico epitelial moderadamente
diferenciado o de grado Il; COE Ill: cancer ovarico epitelial pobremente diferenciado o de grado
l1l; HOSE: linea celular de epitelio normal de la superficie ovarica humana; A2780: linea celular
de cancer ovarico epitelial humano; NGF: factor de crecimiento nervioso; GW441756: inhibidor de

TRKA.

Resumen de los experimentos a realizar y de los estimulos usados (Fig.2), en donde

para los tejidos se realizara una extraccion directa de los miRNA y luego el RT-PCR.

Para las lineas celulares se haran estimulos previos a la extraccién de miRNAs y el

RT-PCR.
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VI. RESULTADOS

Objetivo 1. Determinar los niveles de miR-23b en la progresion del COE en

muestras de tejido.

En las muestras analizadas es posible observar que los niveles del miRNA-23b-3p
presentan una disminucion significativa de un 51% en los grupos de tumores
ovaricos y un 50% en COE al compararlos con OVI (p<0.01). Ademas se observa
gue no existen cambios de los niveles de miR-23b-3p en las muestras de tejidos de

tumores ovaricos y en los tejidos de COE. (Fig. 3).
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Figura N°3. Niveles de microRNA-23b-3p en Tejidos Ovaricos. RT-PCR de miR-23b-3p.

Los resultados estan expresados como el promedio * error estandar del promedio **p<0.01 vs. OVI.
OVI n=6, Tumores n=7 y COE n=10.

Las muestras de tejidos ovaricos fueron agrupadas en OVI, Tumores y COEs,
encontrando una disminucion significativa en los niveles de miR-23b-3p en los
tejidos tumorales de esta patologia. Los resultados de la figura 3 corresponden a 6

muestras de OVI, 7 muestras de tumores y 10 muestras de COES).
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Objetivo 2. Evaluar en las lineas celulares HOSE y A2780 el efecto de NGF en

la disminucién de miR-23b.

Los resultados de los niveles basales del miR-23b-3p en ambas lineas celulares
muestran que los niveles de este miRNA son un 99% menores en las células A2780

al ser comparadas con las células HOSE (p<0.05) (Fig. 4).
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Figura N°4. Niveles basales de microRNA-23b-3p en lineas celulares. RT-PCR de miR-23b-3p en
células A2780 y HOSE en condiciones basales.

Los resultados estan expresados como el promedio + error estandar del promedio *p<0.05 vs. HOSE
basal. n=3 experimentos independientes en duplicado.

Estos resultados dan cuenta de que ambas lineas celulares son un buen modelo
para el cancer ovérico epitelial, ya que las células HOSE corresponden a células
epiteliales normales de la superficie ovarica y A2780 a células de cancer ovarico
epitelial y en los tejidos observamos un comportamiento similar, en donde los
niveles del miR-23b estan disminuidos en tumores y cancer en comparacion a los

tejidos normales.
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Posteriormente se analizaron los niveles del miR-23b-3p al estimular las lineas
celulares HOSE y A2780 con NGF, estos resultados muestran que los niveles del
miR-23b-3p disminuyen significativamente en presencia de NGF con respecto a los
niveles basales de este microRNA. Esto sucede tanto para las células HOSE (Fig.

5A) como para las células A2780 (Fig. 5B).
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Figura N°5. Efecto de NGF en los niveles de microRNA-23b-3p en lineas celulares.

RT-PCR de miR-23b-3p A: HOSE B: A2780

Los resultados estan expresados como el promedio + error estdndar del promedio *p<0.05 vs. Basal
n=3 experimentos independientes en duplicado.
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Objetivo 3. Evaluar si el inmunobloqueo de NGF o la inhibicién del receptor
TRKA cambian los niveles del miRNA-23b en lineas celulares de epitelio

oVvarico.

Finalmente, se evalué si al bloquear el efecto de NGF ya sea por un anticuerpo o
por un inhibidor farmacolégico del receptor TRKA se restauraban los niveles del

microRNA.

Al inhibir TRKA (Fig. 6) podemos notar que hay una reversion del efecto causado
por NGF, pero este cambio no es significativo. En las células HOSE los niveles del
miR-23b disminuyen un 50% con NGF y en presencia del inhibidor de TRKA estos
niveles se revierten (Fig. 6A). Mientras que para A2780, en presencia de NGF los
niveles del miR-23b se reducen en un 59% y al inhibir TRKA sus niveles se

revierten (Fig. 6B).

Al inmunobloquear NGF con un anticuerpo especifico (Fig. 7), se logra revertir el

efecto de NGF; sin embargo este no es significativo.

Para las células HOSE la disminucion del miR-23b al estimular con NGF es de un
50% y al inmunobloquear NGF se encontré una reversion de un 33% (Fig. 7A).

Adicionalmente, en las células A2780, los niveles del miR-23b disminuyeron en un
59% y al inmunobloquear NGF, la reversién en los niveles del miR fue de un 24%

(Fig. 7B).
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Figura N°6. Efecto de inhibir el receptor TRKA en los niveles de microRNA-23b-3p en lineas
celulares.

RT-PCR de miR-23b-3p A: HOSE B: A2780

Los resultados estan expresados como el promedio + error estandar del promedio *p<0.05 vs. Basal
n=3 experimentos independientes en duplicado.

>
w

_ 157 1.5
< <
2 2
= =
1.0- 1.0-
= =
© —_ - 3 I
% . % -
~N 0,54 I ~N 0,54
< < -
= =
2 2
£ £
0 c L) 1 T T 0 c T L] T T
& Qé‘ éé oK 2 oK ‘\é o
' & & \d & &
v & v &
& &
S S

Figura N°7. Efecto de inmunobloquear NGF en los niveles de microRNA-23b-3p en lineas
celulares.

RT-PCR de miR-23b-3p A: HOSE B: A2780

Los resultados estan expresados como el promedio * error estandar del promedio *p<0.05 vs. Basal
n=3 experimentos independientes en duplicado.
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VII. DISCUSION
El cancer ovarico epitelial (COE) es la segunda causa de muerte por neoplasias
ginecoldgicas en Chile (MINSAL, Chile, 2013), tiene una alta tasa de mortalidad

debido a la dificultad de su diagndstico.

Ademas, por antecedentes de nuestro grupo, en los que se sefiala que hay un
aumento de NGF en esta patologia y también de su receptor de alta afinidad,
TRKA (Tapia et al., 2011). Lo que causa que NGF al activar su receptor TRKA

provoque un cambio en distintos numeros de proteinas (Vera et al., 2014).

Por lo que es interesante estudiar los microRNAs y correlacionar los cambios

de estos con las variaciones en los niveles de proteinas.

En este trabajo nos enfocamos en el miR-23b, un miRNA de 21 pb, el cual se
encuentra alterado en varios tipos de cancer (Campos-Viguri et al., 2015). Este
miR esta también involucrado en otras patologias, como la cardiaca (Latronico
& Condorelli, 2009) y patologias inflamatorias autoinmunes (Pers & Jorgensen,

2013).

Particularmente se sabe que los niveles del miR-23b en COE disminuyen sus
niveles y que la sobrevida del paciente posterior a la cirugia es baja, lo que lo
hace un microRNA interesante para ser estudiado, asi como también evaluar el

mecanismo por el cual sus niveles disminuirian.
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En este trabajo se encontrd que los niveles del miR-23b estaban disminuidos en
tumores y en COE (Fig. 3), lo que esta de acuerdo alo encontrado en la literatura
(Lietal., 2014). Ademas, en las lineas celulares usadas, las células HOSE, que
han probado ser un buen modelo del epitelio ovarico normal y las células A2780,
que son un buen reflejo de lo que ocurre en el cancer ovarico epitelial,
encontramos que los niveles de este miRNA estan significativamente
disminuidos en la linea A2780 (Fig. 4), lo que se condice con lo encontrado en

los tejidos.

Por otro lado, se quiso investigar si es que el NGF tenia alguna relacion con la
disminucién de este miRNA, ya que se sabe que sus niveles estan elevados en
COE y que esta involucrado en varios procesos involucrados durante la
progresion de esta neoplasia. Con relacidn a esto, encontramos que al estimular
las células con NGF por 3 horas, los niveles del miR-23b disminuyeron de
manera significativa en ambas lineas celulares (Fig. 5). El estimulo de 3 horas
esta dado por un trabajo realizado con anterioridad en el laboratorio, en donde
se probo la incubacion con NGF a tres tiempos, 30 minutos, 60 minutos y 180
minutos y fue a este Ultimo tiempo al que se vio un cambio significativo en los

niveles de los microRNAs.
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Los tratamientos posteriores en estas lineas celulares fueron realizados con el
fin de bloquear la accion de NGF y su via de sefalizacién, con el proposito de
confirmar si NGF estaba involucrado en los cambios de los niveles del miR-23b.
Los resultados obtenidos sugieren que NGF juega un rol importante en la
disminucion de los niveles del miRNA, lo que queda aun por determinar es el

mecanismo por el cual ocurre la disminucion del miR-23b.

Ya que hay antecedentes de que el factor transcripcional c-Myc estaria
involucrado en la regulacién transcripcional de este miR y debido a que NGF
aumenta c-Myc en explantes de COE; seria interesante evaluar si los cambios

en los niveles de este miR por efecto de NGF pueda ser por c-Myc.
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VIIl. CONCLUSION

Los resultados obtenidos de las muestras de pacientes nos permiten concluir
que los niveles del miR-23b disminuyen en la progresién del cancer ovarico
epitelial y por la baja en sus niveles probablemente estd modulando proteinas

oncogénicas.

En cuanto a los resultados en las lineas celulares podemos decir que la
comparacion entre ambas lineas es un buen modelo de lo que ocurre in vivo, en
donde encontramos que hay mayores niveles del miR-23b en la linea celular
HOSE con respecto a la linea A2780. Ademas los niveles de este miR se ven
reducidos luego de estimular las lineas celulares con NGF, lo que

posteriormente se revierte al inhibir la sefializacion de NGF o al bloquear NGF.

Finalmente podemos decir que de acuerdo a las funciones descritas del miR-
23D, este estaria actuando como un miRNA supresor de tumores, por lo que es

importante seguir evaluando posibles blancos.
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IX.- PROYECCIONES

Nuestros resultados sugieren que el miR-23b estaria jugando un rol en la

progresion del cancer y que NGF tendria un rol en la disminucién de sus niveles.

Es por esto que es importante dilucidar a futuro los mecanismos por los cuales
estaria disminuyendo este miR y ademas encontrar proteinas blanco del miR-

23b.

Segun lo mostrado por Fulciniti y su equipo en 2016, c-Myc tendria 4 sitios de
unioén a la region promotora de miR-23b (Fulciniti et al., 2016), por lo que habria
una represion transcripcional del miR-23b mediada por c-Myc, lo que seria

interesante investigar y si es que esto se cumple en COE.

Otra molécula a evaluar a futuro y su rol en la reduccion de los niveles del miR-
23b es COX-2, una molécula pro-inflamatoria, que esta descrita es capaz de
disminuir los niveles de este miR (Motifio et al., 2015). Ya que esta molécula se
ha visto aumentada por efecto de NGF en nuestro grupo (Retamales-Ortega et

al., 2017).

45



La budsqueda de blancos para el miR-23b también es importante, un posible
blanco para este miIRNA es VEGFR2, que en explantes del canal
aurioventricular de pollo se encontr6 que sus niveles disminuian al ser
transfectados con miR-23b (Bonet et al., 2015), esto sumado al conocimiento
de que VEGFR2 se encuentra aumentado en COE (Wang et al., 2009) lo hace

un buen blanco para ser estudiado a futuro.

Dilucidar lo anterior, implicaria tener un mejor entendimiento de los mecanismos
de esta patologia y nos permitiria proponer nuevos blancos terapéuticos que

permitan mejorar la sobrevida y el prondstico de las pacientes.
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Xl. ANEXO

Se adjunta el consentimiento informado firmado por las pacientes.
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