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Resumen:

El cancer ovarico epitelial (COE) es una neoplasia ginecoldgica y presenta una alta mortalidad a nivel
mundial. Uno de sus mecanismos, es la interaccién del factor de crecimiento nervioso (NGF) y su
receptor de alta afinidad, el receptor de tropomiosina quinasa A (TRKA), que contribuye a la
progresion del COE, promoviendo la proliferacidn celular y la angiogénesis, a través de varias
proteinas oncogénicas, como c-MYC, survivina y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
junto con una disminucién de los microRNA (miR) 23b y 145; a su vez, estos microRNAs controlan la
expresion de las oncoproteinas antes mencionadas. Estudios han demostrado que la metformina
disminuye la actividad transcripcional inducida por NGF de MYC y B-catenina/factor de células T-
factor enhancer linfoide (TCF-LEF), asi como la expresién de c-MYC, survivina y VEGF en COE,
mientras que aumenta los niveles de miR-23b y miR-145. Adicionalmente, al sobre-expresar la
mezcla de miR-145 y miR-23b en lineas celulares de COE, disminuye la proliferacién, migracion e
invasion celular Por otro lado, al considerar los efectos de la metformina por si sola, el objetivo de
este trabajo fue evaluar un tratamiento con este farmaco, afiadiendo miR-145 y miR-23b y observar
los resultados del mismo sobre lineas celulares de COE (A2780), concretamente sobre la
proliferacién y migracién de las mismas, mediante ensayos con CCK-8, inmunofluorescencia de Ki-
67 y ensayos con insertos tipo transwell, con el fin de evaluar si esta opcion es candidata a ser una
posible terapia complementaria en el tratamiento de COE. Los resultados muestran que el
tratamiento combinado de metformina mas el mix de miR-145 y miR-23b disminuye la proliferacién

y migracion en la linea celular de cancer ovarico epitelial, A2780.

Abstract:

Epithelial ovarian cancer (EOC) is a gynecological neoplasm and has a high mortality worldwide.
NGF/TRKA are involve in the progression of EOC, that contributes to EOC progression, promoting
cell proliferation and angiogenesis through several oncogenic proteins, such as c-MYC, survivin and
vascular endothelial growth factor (VEGF) along with a decrease in microRNAs (miR) 23b and 145;
at the same time, these microRNAs control the expression of the oncoproteins mentioned before.
Studies have shown that metformin decreases the NGF-induced transcriptional activity of MYC and
B-catenin/T-cell factor-lymphoid enhancer-binding factor (TCF-LEF), as well as the expression of c-
MYC, survivin and VEGF in EOC cells, while it increases miR-23b and miR-145 levels. Therefore, the
aim of this work was to assess the effect of metformin plus miR-23b and miR-145 on EOC cells to

evaluate proliferation and migration of them, through CCK-8 assays, Ki-67 inmunofluorescence and



transwell assays, in order to know if this option is a candidate to be a possible complementary
therapy in EOC treatment. The results show that the combined treatment of metformin plus the mix
of miR-145 and miR-23b decreases proliferation and migration in the epithelial ovarian cancer cell

line, A2780.

Introduccién:

El cdncer ovarico es la segunda neoplasia ginecolégica con mayor mortalidad a nivel mundial (1).
Alrededor de un 85% al 90% de los casos malignos de este cancer corresponde al subtipo epitelial
(COE) (2). Dado que las pacientes con COE tienen sintomas inespecificos (3), se diagnostica en etapas
tardias, con bajas tasas de supervivencia (4). Ademas, las terapias actuales son inespecificas para
células cancerosas y han mostrado resultados modestos y tasas de reincidencia de 70—-80% dentro

de los primeros 2 afios (5). De ahi la importancia de desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Algunos marcadores de células de cancer son una sostenida sefializacién proliferativa (6), asi como
la sobreexpresion de factores de crecimiento, que promueven la proliferacién celular y la
angiogénesis en COE (7), siendo estos procesos esenciales en el desarrollo y progresion del cancer.
Estudios han mostrado que la presencia y expresion del factor de crecimiento nervioso NGF, por sus
siglas en inglés, y su receptor de alta afinidad TRKA (Receptor de tropomiosina quinasa A)
contribuyen a estos procesos (Fig. 1), incrementando la expresion de VEGF (factor de crecimiento
endotelial vascular), el factor de transcripcién c-MYC y oncoproteinas como survivina y p-catenina
(8). Por otro lado, esta interaccién entre NGF y su receptor TRKA también produce una disminucion

en los microRNAs (miR) 23b y 145 (9).
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Fig 1. Efectos de NGF en células de COE y endoteliales.

La angiogénesis es un proceso fisioldgico caracterizado por la generacion de nuevos vasos
sanguineos desde vasos preexistentes. En la biologia del cancer, la angiogénesis es necesaria para
permitir la entrega de oxigeno y nutrientes al tumor que se esta generando (10). El VEGF promueve
la angiogénesis, modulando la funcién de células vasculares y no vasculares, en condiciones tanto

fisiolégicas como patolégicas (11).

Respecto a las moléculas reguladas por NGF/TRKA:
a) c-MYC, un factor de transcripcidon, que regula la expresidn de ciclinas y varias proteinas

oncogénicas relacionadas al ciclo y muerte celular (12).

b) Survivina, la cual inhibe la apoptosis, regula la division celular y esta involucrada en curacion
tisular, luego de una injuria (13). Su expresidn aberrante esta asociada con un incremento en la

proliferacién, progresidn, angiogénesis tumoral, resistencia a la terapia y pobre prognosis en varios



canceres (14), incluyendo el cancer ovarico (15), y su expresion promueve angiogénesis tumoral

inducida por VEGF (16).

c) B-catenina es otra molécula regulada por la via de NGF/TRKA y es un co-regulador transcripcional
y una proteina adaptadora para adhesidn celular. La unién de B-catenina a la familia TCF-LEF (factor
de células T-factor enhancer linfoide) de factores transcripcionales promueve la transcripcion de

muchos oncogenes (17). Por ejemplo, el complejo B-catenina/TCF-LEF incrementa la expresidn de

proteinas asociadas a la transicidn epitelio-mesenquimal (EMT en inglés) (18), asi como las asociadas
a sobrevida y proliferacién celular, incluyendo a survivina y ¢-MYC (19). Estas Gltimas, a su vez,
promueven la actividad de B-catenina/TCF-LEF, en un loop de amplificacion que podria estar

relacionado con crecimiento tumoral y progresién de COE.

Debido a que la sefializacion por NGF/TRKA regula la expresidon de varias oncoproteinas, podria estar
involucrado un control via microRNAs (miRs), la familia mas grande de RNAs no codificantes, cuyos
blancos son RNAs mensajeros (mRNAs). La funcion de los miRs es inducir su degradacién o bloquear

la traduccidn de proteinas (20).

El miR-145 se considera un supresor de la migracién e invasion celular (21), cuando éste estd en
concentraciones altas; ya que inhibe o disminuye la transcripciéon de onco-proteinas. Sin embargo,
cuando esta en concentraciones bajas, las proteinas oncogénicas se sobre-expresan y, por lo tanto,
aumenta la proliferacion, migraciéon e invasién. Por otro lado, la sobreexpresidon de miR-23b inhibe

survivina y el crecimiento tumoral (22).

Adicionalmente, nuestro grupo ha demostrado que ambos miRs son oncosupresores y que se ven
disminuidos en tejidos de cancer ovarico y que al aumentar sus niveles en lineas celulares de cancer

de ovario, disminuye la proliferacion, migracién e invasion celular (9).

Por otra parte, metformina es un agente antidiabético de la familia de las biguanidas, utilizado para
tratar la diabetes mellitus tipo I, ademas de otras afecciones como diabetes gestacional y sindrome
de ovario poliquistico. Esta siendo estudiada por sus posibles efectos antiedad, neuroprotectores y
anticancer (23). Mds aun, estudios observacionales han mostrado que la ingesta de metformina esta

asociada a una disminucién en la incidencia y mortalidad de cancer ovarico (24). Esto podria deberse



a que, entre sus efectos pleiotrdpicos, se incluyen regulacidon de oncoproteinas a la baja, mediado
por un aumento de miRs que, a su vez, regulan a estas oncoproteinas, como fue demostrado por

nuestro grupo (25).

Estudios anteriores (25), revelan que la metformina disminuye fuertemente la expresion de c-MYC,
B-catenina y VEGF en células de COE con poco efecto en células ovaricas no tumorales, bloquea el
incremento de c-MYC, survivina, VEGF, actividad transcripcional de MYC y B-catenina/TCF-LEF
inducido por NGF en células de cancer ovarico. Ademads, el tratamiento en células de COE
incrementa los niveles de miR-145 y miR-23b, bloqueando la disminucién inducida por NGF, lo que
sugiere que los efectos antitumorales de la metformina podrian estar mediados por regulacion de

miRs.

Debido a que la metformina produce los efectos mencionados anteriormente, regulando varias
oncoproteinas y miRs, se deberia traducir en cambios en la proliferacién, migracién e invasién de
células de COE y, agregando una cantidad adicional de miR-145 y miR-23b, que cumplen un papel
importante igualmente, el efecto se veria incrementado y se levanta como buen candidato a terapia

complementaria para tratar el COE.

Hipotesis: El uso de metformina y la mezcla de microRNAs miR-23b mas miR-145 disminuyen la

proliferaciéon y migracion en lineas celulares de cancer ovarico epitelial (COE).

Objetivo general: Evaluar proliferacién y migracién en una linea celular de COE, post-tratamiento

con metformina y la mezcla de los microRNAs miR-23b mas miR-145.

Objetivos especificos:

e Evaluar si metformina y la mezcla de miR-23b mas miR-145 producen una disminucion en la
proliferacién de la linea celular de COE, A2780.
e Determinar si metformina y la mezcla de miR-23b mas miR-145 producen una disminucién

en la migracién de la linea celular de COE, A2780.
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Materiales y métodos:

Cultivos celulares: La linea celular A2780 proviene de un COE primario humano, de una paciente sin
tratamiento y es obtenida de la European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Las
células fueron evaluadas para mycoplasma, cultivadas en medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) y suplementadas con suero fetal bovino (FBS) 10% a 37 °C con 5% de CO2 hasta alcanzar el

80% de confluencia.

Tratamientos y Transfeccidn: Células de la linea celular fueron tratadas con metformina clorhidrato
20 uM vy transfectadas con miR-145 30 nM y miR-23b 30 nM usando el reactivo de transfeccién
Viafect (E498A, Promega) en una concentracion final de 30 uM, previamente diluido en medio de
cultivo, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (1:100). Se manejaron las siguientes
condiciones experimentales:

1. Metformina + Mezcla de los miRs: Metformina durante 1 hora, luego se retiré el medio y se
aplicd la mezcla de miRs durante 24 horas.

2. Basal: Células sélo con medio de cultivo durante el tiempo total del tratamiento (25 horas).

3. Viafect: Como control negativo de la transfeccion, células sélo con este reactivo durante el
tiempo total del tratamiento.

4. Scramble: Como control negativo de la transfeccion, las células se transfectaron con una
secuencia scramble (C-37007, Santa Cruz Biotechnology), usando el reactivo de transfeccion
Viafect, durante el tiempo total del tratamiento.

5. Mix miR-23b + miR-145: usando el reactivo de transfeccién Viafect, durante el tiempo total
del tratamiento.

6. Metformina: células sélo con este farmaco durante el tiempo total del tratamiento.

Ensayos de proliferacion celular: Células (5.000) fueron cultivadas en placas de 96 pocillos, tratadas
y transfectadas como se hizo mencién anteriormente. Luego, se incubaron a 37 °C con 5% de CO2y
se evalud la capacidad proliferativa de las células mediante el ensayo Cell Counting Kit-8 (CCK-8)
segun el protocolo del fabricante (HY-K0301, CCK8). Con esta técnica se evalla el numero de células

metabdlicamente activas o células vivas.

Inmunofluorescencia (Ki-67): La deteccion de K-67 se utiliza para evaluar proliferacion celular para

lo cual, se sembraron células (50.000) en cubreobjetos redondos de 12 mm depositados en placas
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de 24 pocillos, tratadas y transfectadas como se menciond previamente. Una vez que los
tratamientos estuvieron listos, las células se fijaron con paraformaldehido al 4% en buffer fosfato
salino (PBS) 1X durante 15 minutos. Luego, las células se permeabilizaron con Triton X-100 0,3% por
10 minutos y se bloquearon con albimina de suero bovino 2% en PBS (PBS-BSA 2%) durante 5
minutos con el fin de evitar la unién inespecifica del anticuerpo primario. Las muestras se incubaron
durante toda la noche con anticuerpo primario monoclonal de ratén anti Ki-67 (sc-23900, Santa Cruz
Biotechnology) en una dilucién de 1:300 en PBS-BSA 2%. Como anticuerpo secundario, se utilizé un
anticuerpo fluorescente anti-ratén (A11029, Molecular Probes) en una dilucién 1:200 en PBS-BSA
2% durante 1 hora y 30 minutos a 37°C. Para el montaje de los cubreobjetos se utilizé ProLong Gold
Antifade con DAPI (8961S, Cell Signaling Technology) que permite ademas visualizar los nucleos
celulares. La inmunofluorescencia se evalué obteniendo el darea marcada de 7 imagenes por
condicidn (tanto de Ki-67 como del marcador nuclear DAPI, siendo 14 en total, en magnificacion
400x), utilizando el software Fiji Image J (desarrollado por National Institutes of Health/University

of Wisconsin) y luego calculando el porcentaje de Ki-67 respecto a DAPI.

Ensayos de migracion: Las células (50.000) de COE fueron tratadas y transfectadas como se indica
anteriormente y se agregaron a la cdmara superior de transwells de 6.5 mm con insertos de
membrana de policarbonato de poros de 8.0 um (Corning Inc.) recubiertos con fibronectina (Gibco,
Thermo Fisher Scientific) en la superficie inferior. Las células se dejaron migrar a 37 °C por 24 h.
Luego, se tifieron con cristal violeta durante toda la noche. Las células unidas a superficie inferior
de la membrana fueron contadas. Los insertos fueron fotografiados (10 fotografias por cada

condicién experimental con magnificacién 200x) y analizados usando Fiji Image J.

Analisis Estadistico: Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el programa Graph Pad
Prism 8.0.1. Se usé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar dos grupos y la
prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis para comparar mas de dos grupos. Todos los resultados
se consideraron significativos con un p < 0.05 y se expresaron como media * error estandar de la

media (SEM).

12



Resultados:

Evaluacion de la proliferacion celular mediante el ensayo Cell Counting Kit-8

Para evaluar si el tratamiento con metformina y la mezcla o mix de miR-23b mas miR-145 produce
cambios en la proliferacién de la linea celular de cdncer ovdrico epitelial A2780, se realizaron
ensayos con CCK-8. Los hallazgos (Fig. 2) indicaron que el tratamiento, tanto completo como el
farmaco y el mix por si solos, ocasionan una disminucién en la proliferacidén de las células de esta
linea de COE. Sin embargo, esta baja no es estadisticamente significativa cuando se aplica solo
metformina. En cambio, tanto la mezcla de miRs por si sola (baja del 43%) como el tratamiento
combinado de metformina mas el mix provocan un descenso significativo de la proliferacién, siendo
éste considerablemente mayor con el tratamiento completo, correspondiendo a una baja del 69%
con éste ultimo. Por otra parte, hay que notar que Scramble, que estd originalmente disefiado para
funcionar como control negativo de la transfeccién produjo una baja significativa de la proliferacion
que, luego de revisar el disefio experimental, pudo deberse a que la concentracién utilizada de éste
era bastante mayor a la utilizada de los miRs en estudio. Debido a lo anterior, se decidid hacer los
ensayos con una concentraciéon modificada menor de Scramble (Fig. 2, B) (y considerando la
condicidn Basal como control negativo, ya que no hubo diferencia significativa con el control Viafect,
y el tratamiento en estudio. Los resultados confirmaron que el tratamiento provoca una baja

significativa de la proliferacion de células de COE A2780.

13
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Fig 2. Efecto del tratamiento con metformina y el mix de miR-23b + miR-145 en la proliferacion de
células de COE A2780. Las células A2780 post-tratamiento muestran una proliferacién disminuida en
comparacion con los controles negativos (Basal y Viafect). A) Corresponde a ensayos realizados originalmente.
B) Corresponde a los ensayos hechos con una concentracion modificada menor de Scramble (Sc). Los graficos
se encuentran expresados como veces de cambio. Los datos estan normalizados respecto a la condicion Basal.

Basado en ensayos con CCK-8. * = p <0.05, ** = p <0.01.

Evaluacion de la proliferacion celular mediante inmunofluorescencia de Ki-67

Se detectaron los niveles de Ki-67 mediante inmunofluorescencia y se calculé su porcentaje
respecto al total nuclear con DAPI. Los resultados de esto, indican que los tratamientos generan una
baja estadisticamente significativa en la proliferacion de las células de COE A2780 y que ésta se ve
potenciada cuando se aplica ambos tratamientos en conjunto en comparacién a cuando se hace
cada uno por separado. Este descenso fue en un 50% con metformina, 52% con el mix y 90% con el

tratamiento completo.
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Fig 3. Efecto del tratamiento con metformina y el mix de miR-23b + miR-145 en la proliferacion de
células de COE A2780. Las células A2780 post-tratamiento presentan un descenso en la proliferacién en
comparacién con los controles negativos (Basal, Viafect y Scramble). A) Corresponde a imagenes
representativas de cada condicion (Aumento 400x). B) Corresponde al grafico de la semi-cuantificacion de la
fluorescencia. Se encuentra expresado como veces de cambio. Los datos estan normalizados respecto a la

condicion Basal. Basado en los niveles de inmunofluorescencia de Ki-67. **** = p < 0.0001.

Evaluacion de la migracién mediante ensayos con insertos transwell

Ademads de presentar una activa proliferacién, las células cancerosas poseen la capacidad de migrar,
facilitando la diseminacién de éstas a otros tejidos y favoreciendo la progresién del cancer.

Para determinar si el tratamiento con metformina mas el mix de miRs genera efectos en la habilidad
de migracidn de las células de COE, se realizaron ensayos utilizando insertos transwell (Fig. 4). Luego

de los tratamientos, se registr6 un descenso en la migracidn, siendo éste estadisticamente

16



significativo para las condiciones del mix por si solo (23%) y del tratamiento completo de
metformina mas la mezcla (48%). Cabe destacar también que esta disminucién es notablemente

mayor cuando se aplica el tratamiento completo.

Migracidn

b coiitim ok o N ’;’ 5
Metformina
4 . T -

LT T
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Fig 4. Efecto del tratamiento con metformina y el mix de miR-23b + miR-145 en la migracién de
células de COE A2780. Los ensayos de migracidn con insertos transwell se realizaron en células A2780
tratadas con metformina y/o el mix de miRs o un control negativo (Basal, Viafect o Scramble). Células A2780
post-tratamiento mostraron una migracién disminuida en comparacién con los controles negativos. A)
Corresponde a imagenes representativas de cada condicién (Aumento 200x). B) Corresponde al grafico del
conteo celular y estd representado como veces de cambio. Los datos estdn normalizados respecto a la

condicion Basal. Basado en ensayos con insertos transwell. * = p <0.05, **** = p <0.0001.
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Discusion:

El cancer ovarico epitelial (COE) se caracteriza por su alta mortalidad. Esto, debido a que carece de
sintomas especificos y herramientas diagndsticas precisas que ayuden a su deteccién, lo que
dificulta ésta y una vez que se logra identificar, generalmente ya se encuentra en un estado
avanzado (3). Sumado a esto, las terapias actualmente disponibles para este tipo de cancer son
inespecificas y tienen altas tasas de reincidencia (5). Esto podria explicarse por la existencia de
elementos moleculares que actualmente no se estdn teniendo en cuenta como objetivos en la

guimioterapia actual y que podrian estar contribuyendo al avance del cancer de ovario.

La via de sefializacién TRKA estimulada por NGF se ha relacionado anteriormente con cancer. Se ha
demostrado que una desregulacion en la sefializacién de NGF promueve la proliferacién, migracion,
angiogénesis y metastasis en diferentes canceres, incluidos el cancer de mama, el melanoma vy el
cancer de pancreas. Respecto a esto, nuestro grupo pudo establecer que cuando NGF activa el
receptor TRKA en células de COE, aumenta la expresién de las proteinas proangiogénicas survivina,
c-MYC y VEGF, asi como la actividad transcripcional dependiente de c-MYC y B-catenina/TCF-Lef,
ademas de actuar directamente como factor angiogénico al activar TRKA en células endoteliales (7,
8). Sumado a esto, NGF/TRKA regula a la baja los miRs 23b y 145, los cuales actian como
oncosupresores, por lo tanto, al estar disminuidos dejan de reprimir a los RNAs mensajeros que

traducen a proteinas oncogénicas y éstas proteinas aumentan, entre varias otras (9, 26).

Considerando lo anterior, miR-23b y miR-145 se presentan como buenos candidatos para una
terapia adyuvante contra el COE y en nuestro laboratorio se pudo corroborar que realizando una
co-transfeccion de ambos se produce una disminucién significativa en lo que respecta proliferacion,
migracion e invasion de células de este tipo de cancer, ademads de regular a la baja proteinas
oncogénicas, tomando en consideracidon también que el efecto es mayor cuando se aplican ambos

miR en conjunto (27).

Por otro lado, tenemos al farmaco metformina, el cual se ha estado estudiando por tener efectos
anticancery, especificamente en COE, su ingesta esta asociada a una disminucién en la incidencia y
mortalidad de este cancer (24). Relacionado a esto, nuestro equipo pudo determinar que este

medicamento disminuye los efectos pro-tumorales de NGF y, asimismo, aumenta los niveles de miR-
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23b y miR-145 (25). Debido a esto, es que metformina surge como otro buen candidato a terapia

complementaria.

Tomando en cuenta todo lo anterior, es de esperar que, combinando ambas propuestas de terapias
adyuvantes, se debiera observar un efecto potenciado y es lo que se pretende demostrar en este
trabajo. Los experimentos realizados demostraron que la aplicacion del tratamiento combinado de
metformina sumado al mix de miR-145 mas miR-23b producen una disminucién en la proliferacion
y migracion de células de COE de la linea celular A2780, efecto que considerablemente es mas
acentuado cuando se administran juntos, primero metformina durante una hora y posteriormente
la mezcla durante 24 horas, que cuando se utilizan por si solos durante un tiempo equivalente. En
consiguiente, se puede asegurar que el tratamiento combinado surge como un buen candidato a

terapia adyuvante para COE.

No obstante, es importante considerar que los experimentos se realizaron en la linea celular de COE
A2780, la cual se considera menos metastdsica en comparacion a otras lineas celulares de cancer
de ovario y, teniendo en cuenta que el COE se detecta habitualmente en un estado avanzado, es
recomendable probar este tratamiento en lineas celulares que representen modelos de COE mas

agresivos.

Otra recomendacion para investigaciones futuras, es evaluar otras caracteristicas de las células
cancerigenas, como su capacidad de invasidon y angiogénesis, para estudiar si esta terapia produce

mas cambios también en estos otros aspectos.

Conclusion:

El tratamiento combinado de metformina mas el mix de miR-145 y miR-23b disminuye la

proliferacién y migracion en la linea celular de cancer ovarico epitelial, A2780.
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