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RESUMEN

En nuestro pais y a nivel mundial, el cancer de ovario es la tercera causa de
muerte en mujeres por canceres ginecoldgicos. En general este tipo de cancer es
diagnosticado en etapas avanzadas, cuando ya se ha diseminado a través de la
cavidad abdominal. Hasta el momento no se conoce con certeza su etiologia, pero
varios factores de crecimiento han sido implicados en su inicio y progresion,
algunos de los cuales son utilizados como factores pronosticos o como blancos
terapéuticos. En los ultimos afos, varios estudios han demostrado el papel que
tiene el factor de crecimiento acrogranina en el cancer epitelial de ovario. A la
acrogranina también se le conoce como precursor de granulinas y epitelinas
(GEP), factor de crecimiento derivado de células PC (PCDGF) y progranulina. La
sobre-expresion de esta proteina en cancer de ovario ha sido asociada a
proliferacion celular, invasion, quimioresistencia y a una menor sobrevida de las
pacientes. Previamente nosotros demostramos que la via de transduccion de
sefial que involucra a la proteina cinasa C (PKC) constituye una de las vias que
regulan la sintesis de acrogranina en lineas celulares de cancer de ovario, por
este motivo y tratando de identificar proteinas que regulen la expresion de
acrogranina y que activen a PKC, en la presente tesis decidimos valorar el efecto
de la hormona foliculo estimulante (FSH) sobre la acrogranina, siendo elegida la
FSH por su importancia en el cancer de ovario y por las vias de transduccion de

sefal que activa en esta patologia.

Las lineas celulares de cancer de ovario TOV-21G (derivada de un
carcinoma de células claras) y NIH-OVCAR-3 (derivada de un adenocarcinoma
seroso) fueron estimuladas con FSH recombinante (r-hFSH) en dosis de 10 a 500
ng/mL y 10 a 1000 ng/mL respectivamente, y en periodos de 24, 48 y 72 h. Para
determinar la participacion de la via de transduccion de sefial PKC fue utilizado el
inhibidor Calfostin C. EIl ARNm y la proteina acrogranina fueron determinados a
través de las técnicas de RT-PCR y Western blot respectivamente. En el medio
condicionado, la acrogranina fue cuantificada por la técnica de ELISA y la

viabilidad celular fue determinada con el estuche CytoTox 96. La intensidad de las
1



bandas tanto del ARNm como de la proteina fue determinada por densitometria y
la diferencia entre las distintas dosis fue calculada. Todos los experimentos fueron

repetidos 4 veces.

En las células TOV-21G, la proteina y el ARNm de la acrogranina se
incrementaron con la adicion de r-hFSH a la dosis de 500 ng/mL y después de 48
h de incubacion, a las 24 y 72 h de incubacion con la r-hFSH no se observo
ningun efecto. Sin embargo, en el medio condicionado un incremento significativo
de la proteina acrogranina se observo a las 72 h de incubacién con la misma
dosis de r-hFSH. En las células NIH-OVCAR-3 no se encontré ningun incremento
en los niveles del ARNm ni de la proteina acrogranina en ninguno de los tiempos
de incubacion a pesar de que la dosis maxima de r-hFSH (1000 ng/mL) fue dos
veces la utilizada en las células TOV-21G. Finalmente, la adicion de Calfostin C a
las células TOV-21G disminuyé la sintesis de acrogranina, pero cuando el
inhibidor Calfostin C y la r-FSH fueron adicionados a los cultivos celulares en
forma combinada se observé un incremento en la sintesis de acrogranina,

sugiriendo la participacion de otra via de transduccion de sefial.

Los resultados de esta tesis sugieren que la regulaciébn de la expresion de
acrogranina por FSH podria ser uno de los mecanismos que expliguen la
asociacion entre el cancer de ovario y las altas concentraciones sistémicas de
FSH en la menopausia. Este efecto solamente fue observado en las células
derivadas de un carcinoma de ovario de células claras y no en las células
derivadas de un adenocarcinoma seroso ovarico, lo que indica que la acrogranina
y la FSH podrian jugar un papel importante en la patogénesis del carcinoma de
ovario de células claras. En el futuro estos resultados podrian ayudar a disefiar

estrategias terapéuticas para este tipo histolégico de tumores ovaricos.



ABSTRACT

Ovarian cancer is one of serious clinical setting in worldwide and most
women are diagnosed after ovarian tumors have spread through the abdominal
cavity. Several growth factors have been implicated in the onset and progression of
this pathology, some of which are currently used as reliable prognostic or
predictive markers and/or as therapeutic targets for this potentially lethal
malignancy. More recently, accumulating evidence support a role for acrogranin in
epithelial ovarian cancer. Acrogranin is also known as Granulin-epithelin precursor
(GEP), PC-cell-derived growth factor (PCDGF) or Progranulin. Overexpression of
acrogranin in epithelial ovarian cancer has been associated specifically with
proliferation, invasion, chemoresistant and poor survival. We previously
demonstrated that PKC signaling is involved in the regulation of acrogranin protein
expression in ovarian cancer cell lines, therefore, trying to identify some proteins
that could be activate PKC and regulate acrogranin expression, we decided to
study FSH for its important role in ovarian cancer and the activation of different
signal transduction pathways in this pathology.

Ovarian cancer cell lines TOV-21G (clear cell carcinoma) and NIH-OVCAR-
3 (serous adenocarcinoma cells) were stimulated with recombinant FSH (r-hFSH)
at doses of 10 to 500 ng/mL and 10 to 1000 ng/mL respectively, with incubation
periods of 24, 48 and 72 h. To determine the role of PKC signal transduction
pathway, Calfostin C (PKC inhibitor) was used. Acrogranin mRNA and protein were
determined for RT-PCR and western blot techniques respectively. An ELISA was
used for acrogranin quantification in conditioned medium. Cellular viability was
checked using the CytoTox96 kit. The signal intensity of acrogranin bands of
MRNA and proteins was measured by densitometry. Differences between different

doses were calculated. All experiments were repeated at least 4 times.

Acrogranin mRNA and protein increased in the TOV-21G cells with the
addition of r-hFSH at doses of 500 ng/mL only at 48 h of incubation, at 24 and 72 h

no effect was observed. The NIH-OVCAR-3 cells did not show any increment of

3



acrogranin expression although the maximum dose of r-hFSH (1000 ng/mL) was
twice that in TOV-21G cells. Moreover, an increment of acrogranin protein also
was observed in conditioned medium of TOV-21G cell at 72 h of incubation with
the same doses of r-hFSH. Finally, in the TOV-21G cells Calfostin C decreased
acrogranina synthesis, but when Calfostin C and r-hFSH were added in
combination to the cultures, an increase of acrogranin protein was detected,

suggesting the participation of other signal transduction pathway.

The findings in this thesis suggest that acrogranin expression regulation by
r-hFSH could be one of the mechanisms that explain the association of ovarian
cancer and high systemic concentrations of FSH in the menopause. It is important
to mention that this effect was only observed in cell line derived from a clear cell
ovarian carcinoma and not in cell line derived from a ovarian serous
adenocarcinoma. Therefore, acrogranin and FSH may be are playing an important
role in the pathogenesis of clear cell ovarian carcinoma. Besides, in the future
these findings might help to design specific therapeutic strategies for this type of

ovarian tumors.



I. INTRODUCCION

A) EL OVARIO
1.- Anatomia del ovario

Los ovarios son las génadas femeninas, son drganos pares localizados uno
a cada lado del atero, su tamafio y localizacion varian de acuerdo a la edad y
etapa reproductiva en la que se encuentran las mujeres. En mujeres nuliparas los
ovarios presentan un color blanco rosado, tienen una forma ovoide aplanada
similar a una almendra con una superficie irregular por el desarrollo de los
foliculos, miden 3 cm de largo, 2 cm de ancho y 1 cm de espesor. En la mujer
posmenopausica su tamafio disminuye llegando a medir un cuarto del tamafio de
los ovarios observado en el periodo fértil. Estos 6rganos se ubican en una
depresion llamada fosa ovarica, la cual esta localizada en la parte superior de las
paredes laterales de la cavidad pélvica, adelante y lateralmente al recto, y por
detras y por debajo de las trompas de Falopio [1, 2].

En la cavidad pélvica el ovario esté sujeto por varios pliegues o ligamentos
entre los que se encuentran: 1) el mesovario, un pliegue que procede de la cara
posterior del ligamento ancho del Utero, 2) el mesosalpinx que se extiende desde
el borde del mesovario hasta el infundibulo de la trompa, 3) el ligamento
infundibulopélvico que une su polo superior a la fosa ovérica y al infundibulo de la
trompa uterina, 4) el ligamento propio del ovario que une su polo inferior con el
angulo lateral del atero y finalmente 5) el peritoneo, el cual se detiene alrededor
del hilio del ovario donde se interrumpe bruscamente el contacto con el epitelio de
superficie ovarica, por lo que deja un borde libre en esa zona, es aqui en el hilio
por donde entran y salen los nervios, vasos sanguineos y vasos linfaticos, los
cuales van dentro del ligamento infundibulopélvico y entran al ovario por su polo
posterior entre las dos capas del mesovario. Una vez en el ovario los vasos

sanguineos y nervios se dispersan en la médula [1, 2].



2.- Histologia del ovario

En un corte sagital del ovario se pueden observar dos zonas entre las
cuales no existe un limite histologico definido. A la zona central se le conoce como
médula y a la zona externa que rodea a la médula se le denomina corteza. La
médula, esta formada por tejido conectivo laxo, vasos sanguineos, conductos
linfaticos y fibras nerviosas, ademas, de un grupo minimo de células epiteloides
intersticiales y otro de células hiliares, asi como del remanente embrionario
llamado la rete ovarii. La corteza contiene los foliculos en diferentes etapas de
desarrollo, los cuales se encuentran incluidos en tejido conectivo denso.
Directamente sobre la corteza se encuentra la tlnica albuginea, una capsula de
tejido conectivo denso irregular cubierta por una capa de mesotelio simple, el cual
es conocido como epitelio de superficie ovarica (OSE por sus siglas en inglés) [3,
4].

3.- Funciones del ovario

El ovario realiza dos funciones, la gametogénica y la endocrina. La funcién
gametogénica comprende dos procesos simultdneos, el primero es la
foliculogénesis la cual dara lugar al crecimiento y maduracion de los foliculos y el
segundo proceso es la ovogénesis, el cual se encarga de producir el crecimiento
del ovocito, asi como su maduracion epigenética, citoplasmatica y nuclear. La
finalidad de ambos procesos es la produccién de un ovocito competente para la
fertilizacion y para mantener las etapas iniciales del desarrollo embrionario [5]. La
funcién endocrina se refiere a la sintesis de esteroides sexuales, principalmente la
produccion de estrégenos, hormonas necesarias para el buen funcionamiento del
sistema reproductor ya que preparan a los 6rganos reproductivos para la

gestacion y el nacimiento [6].

Las funciones ovaricas se llevan a cabo en el ciclo menstrual como un

conjunto de eventos que se repiten en promedio cada 28 dias. Este ciclo se puede
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dividir en dos fases, la primera es la fase folicular, la cual inicia desde el primer dia
de la menstruacién (desprendimiento de la capa funcional del endometrio que se
manifiesta como hemorragia) hasta el dia de la ovulacion, después de la ovulacion
comienza la fase IUtea, fase que termina hasta el primer dia del ciclo siguiente. La
regulacion del ciclo menstrual estd dada por la integracion de sefiales
estimuladoras e inhibidoras dentro del circuito denominado eje hipotalamo-

hipdfisis-ovario, del cual hablaremos mas adelante [7].

4.- Epitelio de superficie ovarica (OSE)

El OSE es un epitelio simple que cubre el ovario en forma de una
monocapa, basalmente se encuentra inmediato a la tunica albuginea de la cual se
separa por su lamina basal, apicalmente su superficie es continua al mesotelio del
mesovario; sin embargo, se distingue de este Ultimo por la presencia de
microvellosidades y cilios, ademas de la ausencia de expresion del antigeno CA-
125, el principal marcador tumoral del cancer epitelial de ovario. EI OSE tiene una
morfologia que varia de un epitelio cubico a un epitelio escamoso, ademas cuenta
con la presencia de desmosomas y uniones estrechas incompletas, asi como de
integrinas y cadherinas las cuales mantienen su organizacion en monocapa. Una
caracteristica importante en el OSE es la expresion de cadherinas tipo N o
neurales, que como su nombre lo dice son propias del tejido neural y también se
encuentran en el tejido cardiaco. Los epitelios derivados del ectodermo o

endodermo expresan cadherinas del tipo E o epiteliales, mas no cadherinas tipo N

[8].

En respuesta a los estimulos ambientales, el OSE tiene la capacidad de
diferenciarse hacia dos tipos celulares, el estromal y el epitelial, tiene ademas la
caracteristica de ser un mesotelio no comprometido que expresa proteinas tipicas
de células epiteliales tales como las queratinas 7, 8, 18 y 19, posee marcadores
moleculares mesoteliales como la 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa y el

antigeno de mucina MUCI, también tiene marcadores mesénquimales como la
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vimentina, la a-actina y la cadherina N como ya se menciond anteriormente [9].
Dichas caracteristicas le confieren la habilidad de efectuar las transiciones
epitelio-mesénquima (EMT por sus siglas en inglés) y mesénquima-epitelio (MET
por sus siglas en inglés) como mecanismos que le permiten moverse durante el
proceso de regeneracion para reparar la herida después del dafio ocasionado por
la ruptura folicular. Existe la teoria de que cuando el OSE disminuye su capacidad
para producir EMT puede transformarse hacia fenotipos epiteliales complejos, lo
cual pudiera ocasionar una deformacion metaplasica y posteriormente una

transformacion maligna [10, 11].

Tanto el OSE como las células de la granulosa, la corteza adrenal y los
epitelios mullerianos (los epitelios del oviducto, del endometrio y del endocérvix)
tienen el mismo origen embrionario, es decir se diferencian a partir del epitelio
celémico, el cual deriva del mesodermo [9]. El epitelio celdmico es considerado un
epitelio pluripotencial que experimenta numerosos cambios durante el desarrollo
prenatal y puede dar lugar a varios tejidos epiteliales como los mencionados
anteriormente y que se muestran en la Figura 1. Esta relacion entre el origen
embrionario del OSE vy las estructuras mdillerianas podria explicar porgue en
ciertos tumores de ovario el OSE adquiere la morfologia y las caracteristicas
funcionales de los epitelios miullerianos, ya que los tumores epiteliales serosos
presentan caracteristicas morfoldgicas similares a las trompas de Falopio, los
tumores mucinosos se parecen al endocérvix y finalmente los tumores de tipo

endometrioide y de células claras se asemejan al endometrio [12].

Otra caracteristica importante del OSE es su secrecién y transportacion de
sustancias tales como hormonas, factores de crecimiento y citocinas, las cuales
estan involucradas en su crecimiento y proliferacion, ademas el OSE expresa los
receptores especificos para que estas moléculas puedan ejercer su accion (Tabla
1) [9].
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Figura 1. Origen y destino del epitelio de superficie ovarica (OSE). Los epitelios millerianos y el
OSE se diferencian a partir del epitelio celémico. Modificado de Auersperg y cols. [9].



Tabla 1. Tipos de receptores presentes en el epitelio de superficie ovarica (OSE) y los mas
importantes productos de secrecién por parte de este epitelio.

Receptores
Hormonas Esteroides Factores de crecimiento
GnRH Estrégenos EGF
FSH Progesterona HGF
LH Andrégenos TGF-B
Corticosteroides TNF-a
PDGF
Activina
Productos de Secrecién
Hormonas Factores de Citocinas Otros
crecimiento
GnRH TGF-B IL-1 MUCI
hCG HGF IL-6 Quimiotripsina
EGF M-CSF MMP-2y 9
TNF-a G-CSF uPA
Inhibina GM-CSF Colagena Il y Il

Una de las funciones mas significativas del OSE es su participacion en la
reparacion de la herida ocasionada por la ovulacion, asi durante la ovulacion el
OSE contiguo a la pared apical del foliculo preovulatorio secreta enzimas
proteoliticas que degradan el tejido conectivo de la tlnica albuginea y la teca
folicular subyacente, secretando el factor activador de plasminégeno tipo
urocinasa (uPA), dicha secrecién esta influenciada por la accién de la hormona
luteinizante (LH). Una vez activado el plasminégeno y producida la plasmina, ésta
activa colagenasas latentes y propicia la liberacion del factor de necrosis tumoral
a (TNF-a) a nivel del anclaje del endotelio de los vasos sanguineos en la teca. El
TNF-a soluble induce mayor colagenolisis al incrementar la expresion de MMP-1 y
MMP-2. Ademas, el TNF-a al igual que las prostaglandinas, promueve la
apoptosis del OSE, de las células de la granulosa y de la teca a través del ligando

FAS, asi, el debilitamiento de la pared apical del foliculo lleva a la formacion del

10



estigma ovarico y la ruptura folicular [13, 14]. Una vez ocurrida la ovulacion, la
superficie del ovario dafiada es reparada completamente, el epitelio alrededor de
la herida prolifera y secreta matriz extracelular similar a la de fibroblastos, cambia
su morfologia hacia un estado mesénquimal alterando la expresién de moléculas
de adhesion y convirtiéendose en células con un fenotipo migratorio realizando asi
la EMT. Finalmente las células retornan a su estado epitelial para cerrar la herida,
realizando asi la MET [10].

B) CANCER EPITELIAL DE OVARIO
1.- Epidemiologia del cancer de ovario

El cancer de ovario representa un importante problema de salud en México
y en el mundo. En el afio 2008 se registraron 225,500 nuevos casos y 140,200
defunciones, ocupando asi el quinto lugar en mortalidad a nivel mundial [15]. En
Estados Unidos de América, la Sociedad Americana de Cancer estimo que para el
afo 2013 se diagnosticarian 22,240 nuevos casos Y se perderian 14,030 vidas, lo
que ha representado que en ese pais el cancer de ovario ocupe el noveno lugar
en frecuencia y la principal causa de muerte con respecto a los tumores malignos
del aparato reproductivo [16]. En México no existen registros que permitan
conocer con certeza la incidencia o mortalidad por afio de este tipo de céancer, sin
embargo, existe un reporte del Instituto Nacional de Estadistica Geografica e
Informatica (INEGI) del afio 2009, en donde las estadisticas posicionaron al cancer
de ovario como la novena causa de muerte por tumores malignos en la mujer y la
tercera causa de muerte de los tumores malignos ginecolégicos, ya que la primera
causa de muerte es por cancer mama y la segunda por cancer cervicouterino [17,
18].

La alta mortalidad de esta enfermedad esta relacionada principalmente al
diagnéstico tardio debido a la falta de signos y sintomas especificos y a la falta de

un método de deteccion temprana. La mayoria de los casos se detectan cuando
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el cancer ademas de haber afectado a los ovarios ha hecho metastasis en
organos pélvicos, abdominales y fuera de la cavidad peritoneal, considerandose
asi estadios avanzados de la enfermedad (estadios Ill y IV) [19]. Ademas, la
ubicacion anatomica de los ovarios no permiten sospechar de la presencia de la
enfermedad en etapas tempranas, los sintomas mas comunmente referidos son:
dolor abdominal o pélvico, indigestion persistente, sensacion de saciedad rapida,
nauseas o vomitos, estrefliimiento, diarrea, incremento en la frecuencia o urgencia
para orinar, pérdida del apetito, pérdida de peso, aumento del tamafio abdominal
inexplicable, incluso se han reportado otros sintomas como la fatiga, sangrado
vaginal irregular, dolor durante las relaciones sexuales y dolor de espalda [20, 21].

El cancer de ovario de origen epitelial es el mas frecuente, representa el
90% de los casos, los menos frecuentes son los carcinomas de las células
germinales y de las células de la granulosa. Los tumores de células germinales
constituyen la mayoria de los casos de cancer de ovario en mujeres menores de
20 afos de edad, mientras que los de tipo epitelial se presentan principalmente en
mujeres mayores de 50 afios [19].

La mayoria de los casos de cancer de ovario de tipo epitelial se consideran
esporadicos, sin embargo, 5-10% de los casos se consideran hereditarios. Con
respecto a estos, se ha determinado que existen al menos dos grupos de mujeres
con una predisposicién genética para desarrollar cancer de ovario. La mayoria
son mujeres que pertenecen a familias con casos de cancer de ovario y de mama
gue se relacionan con mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA 1y
BRCA 2. El riesgo de cancer de ovario para estas mujeres es del 16-44% como
portadoras de mutaciones en BRCA 1y 27% con BRCA 2 [22, 23]. Por otra parte,
una minima proporcion de mujeres que pertenecen a familias con el sindrome de
cancer colorectal hereditario sin poliposis (HNPCC por sus siglas en inglés,
también conocido como sindrome de Lynch), estan predispuestas a desarrollar
cancer de ovario debido a mutaciones en los genes de reparacion del ADN, MSH2
y MLHL1. El riesgo de cancer de ovario para estas mujeres es del 10% a lo largo

de la vida [22, 23].
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2.- Clasificaciéon del cancer epitelial de ovario

El cancer epitelial de ovario es una enfermedad que se clasifica
basicamente por la morfologia celular del tumor, por lo tanto y de acuerdo a las
caracteristicas de las células, los tumores epiteliales de ovario se clasifican en:
serosos, mucinosos, endometrioides, células claras, transicionales o de Brenner,
indiferenciados y mixtos [24, 25]. Ademas, con base en el grado de diferenciacion
que presentan las células tumorales se clasifican como: Grado | (Bien
diferenciado), Grado Il (Moderadamente diferenciado) y Grado Il (Pobremente
diferenciado). También en la clasificacion de los tumores de ovario se puede
incluir la proporcién de estructuras glandulares y papilares relativas al area de
crecimiento de tumor soélido, asi, Grado 1 corresponde a < 5%, Grado 2 del 5-50
% y Grado 3 >50% de crecimiento sélido [19].

Por otro lado, para la estadificacion de la enfermedad, el sistema que més
se utiliza es el propuesto por la Federacion Internacional de Ginecologia y
Obstetricia (FIGO) y se basa en los hallazgos de la exploracion quirdrgica y la

extension de la enfermedad, clasificandose en estadios I, Il, lll y IV (Tabla 2) [26].

Una clasificacion propuesta recientemente con el objetivo de buscar
mejores alternativas de tratamiento, se basa en las caracteristicas clinicas y
patolégicas que presentan las pacientes, asi como, en las caracteristicas
moleculares que muestran los tumores, proponiéndose dos grupos. El grupo Tipo
I, esta formado por los carcinomas de bajo grado de tipo seroso y endometrioide,
los carcinomas de células claras, mucinosos y transicionales (Brenner), estos
tumores son poco agresivos y poco activos, por lo tanto crecen lentamente, se
encuentran limitados generalmente al ovario, son estables genéticamente, pueden
desarrollarse a partir de lesiones precursoras bien definidas como los llamados
tumores limitrofes y su diagnostico se efectia generalmente en el estadio | [12,
27-30].

En contraste al grupo Tipo I, los tumores del Tipo Il son altamente

agresivos, crecen rapidamente, raramente limitados al ovario por lo que hay
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invasion, tienen un alto nivel de inestabilidad genética y se caracterizan por
mutaciones en el gen p53, se desarrollan de novo, aparentemente se originan del
OSE o quistes de inclusion y generalmente se diagnostican en etapas avanzadas
(estadio Ill y IV). A este grupo pertenecen los carcinomas pobremente
diferenciados o de alto grado serosos y endometrioides, los carcinosarcomas
(tumores mesodérmicos malignos mezclados) y los carcinomas indiferenciados
[12, 27-30].
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Tabla 2. Estadificacion del cancer de ovario de acuerdo a la FIGO (2006) [26].

ESTADIO DESCRIPCION
| Tumor limitado a los ovarios
1A Tumor limitado a un ovario, ningdn tumor en la superficie ovarica, capsula intacta, sin células malignas
en la ascitis o en los lavados peritoneales
1B Tumor limitado a ambos ovarios, ningun tumor en la superficie ovarica, capsula intacta, sin células
malignas en la ascitis o en los lavados peritoneales
IC Clasificado como IA o IB, con cualquiera de los siguientes: Capsula rota, tumor en la superficie ovarica,
positivo para células malignas en la ascitis 0 en los lavados peritoneales
1] Tumor que afecta a uno o ambos ovarios con extensién pélvica
1A Extension y/o implantes en el Gtero y/o trompas de Falopio
1B Extensién a otros 6rganos pélvicos
lc Clasificado como IIA o 1IB , con tumor en la superficie ovarica, capsula rota y/o positivo para células
malignas en la ascitis o en los lavados peritoneales
1 Tumor que afecta a uno o ambos ovarios con implantes peritoneales fuera de la pelvis y/o
metastasis en los nédulos linfaticos retroperitoneales y/o inguinales, metastasis en la capsula del
higado, el intestino delgado u omento
A Tumor limitado a la pelvis, con ndédulos negativos, pero con metastasis peritoneal microscépica fuera de
esta, en la superficie peritoneal abdominal, intestino delgado o mesenterio
1B Tumor de uno o ambos ovarios con metastasis peritoneal macroscépica fuera de la pelvis (en la
superficie peritoneal abdominal) menor o igual a 2 cm, nédulos negativos
lnc Metastasis peritoneal fuera de la pelvis mayores a 2 cm y/o metastasis en los nédulos linfaticos
regionales
v Crecimiento tumoral que afecta a uno o ambos ovarios con metastasis fuera de la cavidad

peritoneal, presencia de efusién pleural y metastasis parénquimal de higado
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3.- Etiologia y factores de riesgo del cancer epitelial de ovario

Hasta el momento se desconocen las causas precisas del cancer de ovario,
sin embargo, se han podido identificar tanto una sobre-expresion de factores
asociados al desarrollo de este cancer asi como una baja-expresion de factores o
proteinas con efecto protector que evitan su desarrollo [31]. Ademas, existen
varias teorias que tratan de explicar la etiologia del cancer epitelial de ovario

espontaneo, en el cual no existe un componente hereditario.

Una de las teorias es la de la ovulacion incesante propuesta por Fathalla
en el afio de 1971. En ella se menciona que durante la ovulacion, el epitelio
ovarico sufre rupturas para dar lugar a la salida del 6vulo, lo cual ocasiona un
dafio continto al epitelio, asi, la proliferacion subsecuente para sustituir las
células pérdidas o reparar el epitelio dafiado incrementa la posibilidad de que
ocurran mutaciones genéticas durante la replicacion, lo que genera la malignidad
del OSE [32]. De acuerdo con esta hipoétesis existe un mayor riesgo de desarrollar
cancer de ovario en las mujeres con mas episodios de ovulacion durante su vida,
mujeres con menarca a edad temprana, mujeres con inicio tardio de la
menopausia y en mujeres nuliparas. Mientras que tienen un menor riesgo de
desarrollar cancer de ovario las mujeres en las que el nimero de ovulaciones
disminuye o mujeres en las cuales la ovulacién es suprimida como en multiples

embarazos, uso de anticonceptivos orales y mayor tiempo de lactancia [32-34]

Como parte de la fisiopatologia de la teoria de Fathalla, se sabe que
después de haber ocurrido la ovulacion, algunos fragmentos del OSE quedan
atrapados en la corteza ovarica formando quistes de inclusion epitelial. De esta
manera y de forma normal es en este momento cuando el OSE efectia la
transicion EMT para convertirse hacia un fenotipo similar al de fibroblastos e
incorporarse al estroma cortical. Por lo tanto, cuando el epitelio atrapado pierde la
capacidad de realizar la EMT puede mantener la forma epitelial dentro del

estroma ovarico y llevar a cabo cambios metaplasicos, como la adquisicion de

16



una forma columnar y la secrecion de marcadores propios de neoplasias ovaricas,

como es el caso de la proteina CA-125 y cadherina E [9, 32].

Otra de las teorias en la génesis del cancer de ovario es la de las
gonadotropinas y los esteroides. En esta teoria se propone que los altos niveles
de gonadotropinas circulantes podrian estimular la produccién de estrogenos por
parte de las células estromales que forman los quistes de inclusién, dichos
estrogenos podrian estimular la diferenciaron, proliferacion y la subsecuente
transformacién maligna del OSE, no asi la progesterona [35]. Datos que apoyan
esta hipdtesis, son el aumento en la incidencia de la enfermedad conforme
avanza la edad de las mujeres, es comdn en la menopausia, cuya caracteristica
importante son las altas concentraciones circulantes de la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH), el aumento en el riesgo de
presentar cancer de ovario de las pacientes en tratamiento por infertilidad con
gonadotropinas recombinantes y la realizacion de técnicas de fertilizacion in vitro
[36]. También, el mayor riesgo de la enfermedad lo presentan las mujeres con
terapia de reemplazo estrogénico para disminuir los sintomas del climaterio y la
postmenopausia. Por otro lado, se encuentra un menor riesgo a desarrollar éste
tipo de cancer en mujeres durante la lactancia, o con antecedentes de uso de
anticonceptivos orales y el uso de medicamentos con actividad antiestrogénica

como el tamoxifen o fulvestrant [37-40].

Como parte de la fisiopatologia de esta teoria se menciona que durante la
ovulacion el OSE es bafiado por el liquido folicular rico en estrégenos, siendo
éstos los responsables de que este epitelio incremente su indice mitético para la
reparacion de la herida, lo que podria incrementar la posibilidad de que ocurran
mutaciones. Ademas, dentro de los quistes de inclusion las células epiteliales
atrapadas en el estroma se encuentran cercanas a los vasos sanguineos y a las
células intersticiales productoras de esteroides. Estudios in vitro han demostrado
un incremento en la proliferacion de las células del OSE normal bajo el estimulo
de los estrogenos [37]. En relacion a que los androgenos elevados pudieran

promover la carcinogénesis ovarica, el sindrome de ovarios poliquisticos (PCOS
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por sus siglas en inglés) es un factor de riesgo mayor para cancer de ovario por el
hiperandrogenismo que presentan las pacientes. De hecho se ha observado en
los ovarios de pacientes con PCOS una mayor cantidad de quistes de inclusion en
comparacion con los ovarios de mujeres sin el sindrome. Ademas, el tratamiento
con danazol (una medicamento que suprime la secrecion de gonadotropinas, pero
con propiedades androgénicas) que es utlizado en el tratamiento de
endometriosis, ha sido tomado en cuenta como un factor de riesgo para cancer de
ovario y a favor de esta hipétesis. Aunque no hay una asociacion soélida entre el
riesgo cancer de ovario y obesidad, acné e hirsutismo también han sido
considerados en este respecto. Por otro lado, de acuerdo con esta teoria, serian
factores protectores para desarrollar cancer de ovario, el embarazo y el uso de
anticonceptivos orales, el primero no por suprimir la ovulacion, sino por mantener
elevados niveles de progesterona y los segundos por la inhibicion de la
produccion de testosterona y el efecto apoptético que tienen las progestinas como

el norgestrel y levonorgestrel sobre el OSE [37, 41].

Otra de las teorias propuestas es la de Ness o la teoria de la inflamacioén, la
cual se propuso para explicar el incremento de la incidencia de cancer de ovario
entre mujeres que usaban talco, presentaban endometriosis o enfermedad pélvica
inflamatoria y porque aparentemente la histerectomia y la ligacion de trompas
prevenian la aparicién de este cancer [42], en la actualidad tanto el uso de talco,
como la endometriosis y la enfermedad pélvica inflamatoria son considerados
factores de riego para el cancer de ovario. Ademas y complementando la teoria
de Fathalla, remarca la importancia de la reaccién inflamatoria aguda en el ovario
una vez que ocurre la ovulacién, donde el OSE queda expuesto de manera
cronica a un ambiente rico en citocinas, interleucinas, metaloproteasas, factores
de crecimiento y células inmunes. Dicho proceso inflamatorio va acompafiado de
un estrés oxidativo, lo que podria promover la iniciacion, el desarrollo y la
progresion de una degeneracion maligna del OSE. Una vez transformado el OSE,
desarrolla mecanismos para que las células inmunes y sus mediadores como IL-

1, IL-6 y TNF-a apoyen el crecimiento y la progresion tumoral [10, 43]. Otras
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citocinas como el Factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) y el
Factor de crecimiento transformante  (TGF-B) también intervienen en procesos
de crecimiento y supervivencia celular. Consistente con esta hipétesis, mujeres
gue usan drogas antiinflamatorias no esteroideas como acetaminofén o aspirina
reducen el riesgo de cancer epitelial de ovario. Ademas de que células que
expresan IL-6 son resistentes a la toxicidad del cisplatino y los altos niveles
séricos de esta citocina estan asociados con un mal prondstico y baja

sobrevivencia de pacientes con cancer de ovario [44].

Ademés de las teorias ya mencionadas para la génesis del cancer de
ovario, también se han identificado mutaciones en oncogenes y genes supresores
de tumores, entre las que se encuentran mutaciones que inactivan algunos de los
genes supresores de tumor como p53, con lo que se presenta una evasion de la
apoptosis y el arresto celular. Las mutaciones en el gen PTEN, pueden llevar a la
pérdida de su funcion, con la consecuente activacién de efectores rio abajo de
PI3K. Por otro lado, mutaciones que activan oncogenes como c-Erb-1 (EGFR), c-
Erb-2 (HER-2), c-K-ras (transductor de sefial), c-myc (factor de transcripcion), asi
como PIK3CA (subunidad catalitica de PI3K) y CTNNB1 (B-catenina) pueden dar

lugar a proliferacién celular [45, 46].

Por otra parte, también se ha descrito la participacion de factores de
crecimiento que estan involucrados en la carcinogénesis ovarica. El Factor de
crecimiento epidermal (EGF) y sobre todo su receptor (EGFR o HER), juegan un
papel muy importante en la proliferacion celular, sobrevida, adhesién, motilidad,
invasion y angiogénesis, asi como resistencia a la apoptosis. La sobre-expresion,
pero sobre todo la mutacién del receptor que genera su activacién constitutiva
puede contribuir a una transformacion maligna del epitelio ovarico, a un peor
pronéstico del cancer y a una disminucion de la respuesta al tratamiento
terapéutico. En la actualidad el EGFR es considerado blanco en el tratamiento del

carcinoma ovarico [47, 48].
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Otro factor de crecimiento ampliamente estudiado en cancer de ovario es el
factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor (VEGFR), ambos
participan de manera importante en la regulacion fisiologica y patologica de la
angiogénesis y la permeabilidad vascular por lo que pueden promover el
crecimiento, progresion e invasién tumoral, asi como la acumulacién de ascitis. El
VEGF se expresa constitutivamente en ovarios normales y neoplasicos, se
expresa de manera diferencial en especimenes de tumores en comparaciéon con
tejidos ovaricos benignos, su sobre-expresion en tumores de ovario y en sus
metéstasis es inducida por hipoxia y diferentes factores entre los que se
encuentran EGF, TGF-f3, IL-6 y gonadotropinas. Su implicacion en la migracion e
invasion es regulada a través de la activacién de su receptor y la secrecion y
activacion de metaloproteasas MMP-2, 7 y 9. La expresion de este factor esta
inversamente correlacionada con sobrevivencia. En base al papel que juega el
VEGF/VEGFR en el cancer de ovario, agentes terapéuticos contra estas proteinas

estan bajo investigacion clinica. [49]

Otro factor mitogénico que se encuentra sobre-expresado en este tipo de
cancer, asi como en el liquido de ascitis de pacientes con esta patologia es el
acido lisofosfatidico (LPA), este factor participa en cancer de ovario a través de la
regulacién de otros factores entre los que se encuentran la glicodelina (una
proteina con un rol inmunosupresor en carcinogénesis), IL-6 e IL-8, citocinas
angiogénicas y la acrogranina (un factor de crecimiento y sobrevivencia para
cancer de ovario). Por lo tanto, el LPA es un factor que promueve el crecimiento,
supervivencia, motilidad e invasion celular, asi como resistencia a

quimioterapéuticos [50].

En los ultimos afios, se ha demostrado la participacion en el cancer de
ovario del factor de crecimiento llamado acrogranina. Esta proteina se encuentra
sobre-expresada en esta patologia y su produccion puede ser estimulada por LPA,
asi como por otros factores, es capaz de promover el crecimiento, la supervivencia

y la invasion celular en este tipo de cancer.
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En resumen y como se esquematiza en la Figura 2, son varias las teorias y
muchos los factores y las condiciones que pueden ocasionar la degeneracion

maligna del OSE y como consecuencia la generacion de un carcinoma epitelial de

ovario.
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Figura 2. Teorias y factores involucrados en la génesis del cancer epitelial de ovario

C) ACROGRANINA

1.- Caracteristicas estructurales

La acrogranina es una proteina de 593 residuos de aminoéacidos, cuyo
peso molecular es de 68 KDa. Es una proteina de secrecion ya que contiene un

péptido sefal para este fin, aproximadamente 15% de su secuencia peptidica
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corresponde a residuos de cisteinas. Ademas, consta de siete y media copias en
tandem de un motivo altamente conservado que se presenta a lo largo de la
molécula proteica. La estructura de cada motivo consiste de un esqueleto
peptidico que adopta una conformacion de pilas paralelas de cadenas 3 plegadas
en forma de una hélice levogira, contiene 12 cisteinas que se entrelazan creando
seis puentes disulfuro, formando asi un eje a través del centro de la molécula
(Figura 3) [51, 52].

La familia peptidica a la que pertenece la acrogranina fue identificada en la
década de los noventas. La acrogranina fue purificada inicialmente de testiculos
de cobayo por Anakawe y Gerton en 1990. Simultineamente a este evento, otros
investigadores aislaban y caracterizaban a las granulinas (GRN'’s) y las epitelinas,
péptidos que contienen uno o varios motivos y tiene un peso molecular que varia
desde 45 hasta 6 KDa [51, 53]. Estudios posteriores determinaron que las
granulinas y las epitelinas derivaban de un precursor comdn al que se le
denomino proepitelina (PEPI) y/o progranulina (PGRN) [54, 55], péptido que
coincidia con la secuencia de aminoacidos de la molécula de acrogranina. Por
altimo, la proteina homdloga a la acrogranina pero glicosilada a la que se le
denomind factor de crecimiento derivado de células PC (PCDGF) y con un peso
molecular de 88 KDa fue purificada de células PC, una linea celular altamente
tumorigénica derivada de la linea celular 1246 de teratoma de células
adipogénicas [56]. Inicialmente y en general a esta familia se les conocié como
factores de crecimiento o moduladores del crecimiento celular, aunque poco a
poco se han ido identificando otros de sus efectos en los diversos tipos de células
en los que se han estudiado.
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CTENTIEY:

Elastasa Elastasa

Acrogranina SLPI Acrogranina SLPI Granulinas
Intacta

Figura 3. Estructura de la acrogranina. En la parte superior de la figura, esta representada la
acrogranina en donde cada elipse representa un motivo de granulina con 12 residuos de cisteina,
el semi-elipse corresponde al motivo parcial con 6 cisteinas. Al centro de la figura se observa la
estructura tridimensional de la granulina A, en donde los puentes disulfuro en amarillo forman un
eje a través del centro de la molécula, el esqueleto peptidico es gris y las cadenas B plegadas
estan representadas por flechas azules (Base de datos de estructuras MMDB: 63884, vista con el
software Cn3D de NCBI). En la parte inferior de la figura se observan los efectos de SLPI y
Elastasa sobre la acrogranina, si el efecto de SLPI es mayor se mantiene la integridad de la
acrogranina, pero si el efecto de la Elastasa es mayor, se promueve su protedlisis en granulinas.

2.- Funciones de la acrogranina

Posterior a su descubrimiento, se empezaron a identificar las primeras
funciones de la acrogranina, encontrando que la actividad de la acrogranina es
regulada por protedlisis, es decir las elastasas pueden procesarla a sus formas
pequefias las granulinas y/o epitelinas, sin embargo, si la acrogranina se

encuentra unida al inhibidor de proteasas secretado por leucocitos (SLPI) se evita
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su rompimiento o protedlisis, perdurando asi su actividad (Figura 3) [57]. A la
acrogranina se le han descrito funciones importantes en varios procesos
fisiol6gicos tales como el proceso de cicatrizacion, en donde incrementa el nimero
de fibroblastos y capilares que entran en la herida en la etapa temprana de
curacién [58, 59], en el desarrollo embrionario murino, donde promueve la
cavitacion y estimula la proliferacion del trofoectodermo [60, 61], y en la
diferenciacion sexual cerebral como un factor de masculinizacion hipotalamica
[62].

Ademas de su participacion en proceso fisioldgicos a la acrogranina se le
ha relacionado con procesos fisiopatologicos, ya que se ha demostrado su
participacion en la aparicion de la enfermedad neuroldogica conocida como
demencia frontotemporal, en donde mutaciones autosémicas dominantes en el
gene de la acrogranina ocasionan una baja o nula expresion de la proteina
produciendo atrofia neuronal, por lo tanto, a la acrogranina se le ha considerado
como un factor protector de la muerte neuronal prematura [63]. Por otro lado, a la
acrogranina también se la ha considerado como un factor de crecimiento para
condrocitos, ya que juega un gran papel en el desarrollo de cartilago y artritis
inflamatoria, sin embargo, una funcion recientemente descubierta es su accion
como un importante regulador de inflamacion al unirse al receptor del Factor de
necrosis tumoral y bloguear la accion de éste, para lo cual ya se cre6 un derivado
de ésta proteina que esta siendo probado farmacolégicamente en animales por lo
gue se encuentra en fase cero o preclinica de estudio para artritis reumatoide [64-
66].

Se ha observado un aumento de la expresion de acrogranina en varios tipos
de tumores malignos incluyendo gliomas [67], mieloma multiple [68], sarcoma de
musculo liso uterino [69], cancer de endometrio [70], carcinoma hepatocelular [71-
73], cancer de vejiga [74, 75], tumores laringeos [76], cAncer esofagico [77], renal
[16], de proéstata [78, 79], de mama [80, 81] y cancer de ovario [82, 83]. En la

mayoria de estos tipos de tumores malignos se ha podido observar una
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correlacion positiva entre la progresion del cancer y la expresion elevada tanto del
ARNmM como de la proteina acrogranina.

3.- Acrograninay cancer de ovario

Jones MB y cols. demostraron en uno de los primeros estudios acerca de
acrogranina y cancer de ovario, que en librerias de ADN complementario (ADNCc)
construidas a partir de ARN de tumores ovaricos de tipo seroso y mucinoso tanto
invasivos como de bajo potencial maligno o limitrofes, los transcritos de
acrogranina se expresaban en los carcinomas invasivos pero no en los tumores de
bajo potencial maligno. Ademds, por la técnica de inmunohistoquimica, la
localizacion de la acrogranina en las células de estos tipos de tumores era
diferente. En los tumores invasivos la acrogranina estaba presente en el citosol de
las células epiteliales con un patrén difuso, sin embargo, en los tumores de bajo
potencial maligno su localizacion era apicalmente en la célula y con un patrén
uniforme [82]. También observaron que la transfeccién de un constructo de ADN
de acrogranina anti-sentido a las lineas celulares de cancer de ovario HEY-A8 y
OVCAR-3 disminuia la sintesis de la proteina acrogranina, logrando reducir la tasa
de proliferacién in vitro hasta en un 50%, asi como la capacidad de colonizacién
en agar hasta un 60% y 70% respectivamente, comparadas con sus controles [82].
Mas tarde, el estudio de Kamrava M y cols. demostré que en las mismas lineas
celulares, anticuerpos neutralizantes en contra de acrogranina producian
apoptosis en ambas lineas celulares, incluso después de haber sido tratadas con
dos factores que son capaces de regular a la alta la sintesis de acrogranina, el
acido lisofosfatidico (LPA) y la endotelina 1 (ET-1) [84]. Por otra parte, la
transfeccion del gen de acrogranina en la linea celular A2780 de cancer de ovario,
demostré que la sobre-produccion de esta proteina producia un incremento del
crecimiento celular en monocapa, un aumento del 30% en la formacion de las
colonias en agar semisolido, asi como un incremento de 42% en su capacidad de
migracion y de 29% en su poder de invasion, todo esto en comparacion con sus
controles [85]. Ademas, el estudio in vivo en ratones atimicos desnudos, demostré

qgue células de cancer de ovario transfectadas con el gen de la acrogranina
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promovieron dos veces mas rapido la formaciéon de tumores en estos ratones que
las células control a las cuales se les transfectd solo el vector sin el gen de
acrogranina [85]. Los datos de estos estudios demuestran que la acrogranina es
un factor de crecimiento que incrementa la tumorigenicidad de las células

cancerigenas y actta como un factor de sobrevivencia para este tipo de células.

Para demostrar que la acrogranina es capaz de producir una transformacion
maligna de células normales, en otro estudio, células fenotipicamente normales de
OSE inmortalizadas a las cuales se les transfectd el gen de la acrogranina fueron
capaces de aumentar su crecimiento en agar semisolido y producir la formacion de
tumores en todos los ratones atimicos desnudos inoculados con estas células, sin
embargo, en ninguno de los ratones inoculados con las células control de OSE

inmortalizadas desarrollaron tumores después de 4 meses de seguimiento [86].

Por otra parte, se ha logrado observar en diferentes lineas celulares de
cancer de ovario que la sintesis de acrogranina esta asociada con un fenotipo
guimioresistente, ya que las células que sintetizan mayor cantidad acrogranina son
mAas resistentes a altas concentraciones de cisplatino. M&s aun, se ha podido
observar que las células A2780 transfectadas con el gen de acrogranina formaron
hasta un 61% mas colonias en agar en comparacion con sus controles a pesar del
tratamiento con el agente quimioterapéutico. También fueron capaces de formar
tumores en ratones con tratamiento con cisplatino, a pesar de esto, su crecimiento
fue continuo y por un periodo de tiempo mas largo a diferencia de sus controles en

los cuales el crecimiento tumoral se estabilizo a los 23 dias de seguimiento [85].

La sintesis de acrogranina no solo se confina al tumor primario, ya que
Davidson B y cols. analizaron la produccion de acrogranina en células de
carcinomas primarios de ovario, sus metastasis sélidas y de células de efusiones
pleurales o peritoneales, logrando determinar una asociacion entre la sobre-
produccion de acrogranina, la enfermedad metastasica y un pobre prondstico
clinico para las pacientes, ya que existe una relacion inversa entre la produccién

de la proteina y la sobrevida de las pacientes con cancer de ovario. Las pacientes
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cuyos tumores primarios expresaron acrogranina en las células estromales
tuvieron una menor sobrevida total comparada con las pacientes con tumores
negativos para la presencia de acrogranina en este compartimiento celular (26 vs
36 meses respectivamente) [83]. En nuestro laboratorio, determinamos la
expresion del ARNm y de la proteina de la acrogranina en tumores malignos y
benignos de ovario, asi como en tejidos normales de ovario, encontrando también
una expresion diferencial entre los tejidos, ya que los niveles de acrogranina
fueron mayores en forma significativa en los tumores malignos en comparacion
con los tumores benignos y tejidos normales de ovario. Ademas, también
confirmamaos la correlacion entre los niveles altos de ARNm de acrogranina y una

menor sobrevida de las pacientes [87].

La Acrogranina ha sido considerada como una biomarcador potencial de
estados avanzados y recurrencia de cancer epitelial de ovario, asi como de
sobrevida libre de enfermedad en las pacientes. El estudio clinico realizado por
Han JJ y cols. en donde se valoraron las proteinas acrogranina, SLPI, CA-125y la
proteina epididimo 4 de humano (HE4) mostré que las concentraciones séricas de
acrogranina después de 3 meses sin enfermedad fueron mayores en pacientes
con recurrencia antes de 18 meses (sensibilidad del 93% y especificidad del
100%). La tasa de sobrevivencia libre de enfermedad a 5 afios para pacientes con
concentraciones de acrogranina iguales o menores a 59 ng/mL fue de 60%
comparada con 0% para pacientes con mas de 59 ng/mL de acrogranina sérica.
En comparacion, las concentraciones de CA-125 se elevaron 3 meses antes de la
recurrencia en 50% de los casos (sensibilidad 50% y especificidad 100%) por lo
que acrogranina predijo recurrencia antes del aumento en CA-125. Los demas
marcadores analizados de manera individual no estuvieron asociados con
sobrevivencia libre de progresion del cancer [88]. Estos resultados deben
considerase con cierta reserva, pues a pesar de los analisis estadisticos
realizados el tamafio de la muestra es pequeiia y por lo tanto necesita ser
validado. Otro estudio mas reciente en donde se valoré acrogranina y SLPI como

posibles marcadores prondsticos en cancer de ovario, cuantifico la concentracion
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de ambas proteinas en plasmas provenientes de 50 pacientes con patologia
benigna de ovario, 50 pacientes con cancer de ovario estadio | y I, asi como 100
pacientes con cancer de ovario estadio Ill y IV. Los investigadores demostraron
que las concentraciones de acrogranina no estuvieron tan altas en cancer de
ovario, pero las relativamente altas concentraciones observadas de acrogranina
plasmética se asociaron con una disminucién en la sobrevida de pacientes en
estadios avanzados. Las concentraciones plasmaticas de SLPI estuvieron
elevadas en estadios tempranos y tardios de cancer de ovario y también
estuvieron aumentadas aun en los plasmas donde las concentraciones de CA-125

fueron normales [89].

Por todas las evidencias moleculares, patoldgicas y clinicas mencionadas
anteriormente se ha considerado que la acrogranina juega un papel importante en

la patogénesis del cancer de ovario.

4.- Regulacién de la expresion de acrogranina

En la actualidad solo se conocen tres factores que aparentemente regulan
la expresion de la acrogranina en diferentes tipos de cancer, el 17(3-estradiol, la
ET-1 y el LPA. En cuanto al 17B-estradiol, Lu R y Serrero G en su estudio
utilizando la linea celular MCF-7 de cancer de mama, demostraron que este
estrogeno ejerce una regulacion positiva sobre la sintesis de la proteina y del
ARNmM de acrogranina. A las 4 h de exposicién con el estradiol a dosis de 10° M y
utilizando la técnica de Northen blot observaron un incremento en el ARNm de la
acrogranina 1.5 veces con respecto al control, llegando aumentar hasta 5 veces lo
del control a las 12 h. Un mayor incremento en la proteina acrogranina también
fue observado a las 12 y 24 h de la exposicion con el estradiol tanto en el lisado
celular como en el medio condicionado [81]. El efecto del LPA y la ET-1 sobre la
acrogranina fue valorado en células de cancer de ovario, ambos factores fueron
capaces de regular la sintesis de acrogranina a la alta. Con respecto al control,

LPA incremento esta proteina hasta un 40% y la ET-1 la incremento un 20%.
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Ambos factores promovieron esta regulacion positiva de la acrogranina a través
de la via de sefalizacion cAMP/EPAC/ERK1,2 [84]. Por otra parte, en nuestro
laboratorio, utilizando inhibidores farmacolégicos de diferentes vias de
transduccion de sefial en las lineas celulares NIH-OVCAR y SK-OV-3 de cancer
de ovario logramos identificar que la via de PKC est& involucrada en la regulacion
de la acrogranina, ya que la inhibicion de esta via con el compuesto farmacologico
Calfostin C (inhibidor general de PKC) disminuy6 la sintesis de la proteina
acrogranina en forma dosis dependiente, logrando disminuir sus niveles hasta en
un 50% con respecto al control. Sin embargo, la sintesis del ARNm no se vio
afectada, lo que nos indica una regulacién a nivel post-transcripcional [90].

Tratando de encontrar los posibles péptidos que podrian activar la via de
PKC y regular la expresion de la acrogranina en lineas celulares de cancer de
ovario, decidimos estudiar a la FSH por su participacion en esta patologia y por

las sefales de transduccidn que activa en esta patologia.

29



D) Hormona foliculo estimulante (FSH)
1.- Estructuray sintesis

La hormona foliculo estimulante (FSH) es una glicoproteina que junto con la
hormona luteinizante (LH), la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG) y la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) forman la familia de las gonadotropinas.
Estas hormonas estdn compuestas de dos subunidades, la alfa (o) y la beta (B).
La subunidad a es comun para todas, sin embargo, la subunidad B es la que les
confiere la especificidad a cada una de ellas, ambas subunidades estan unidas de
una manera no covalente. Las gonadotropinas FSH y LH son las reguladoras de
las funciones reproductivas tanto del ovario como del testiculo, especificamente en

ambos organos regulan la esteroidogénesis y la gametogénesis [91].

La sintesis y secrecion de las gonadotropinas FSH y LH por la hipofisis esta
regulada por la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), este péptido es
secretado de manera pulsatil por el hipotadlamo medio basal y viaja por el sistema
venoso portal hipofisario hasta los gonadotropos de la adenohipoéfisis en donde se
une a su receptor para promover la sintesis de ambas gonadotropinas. Una vez
sintetizadas son liberadas a la circulacion periférica, llegando al ovario y regulando

sus funciones fisioldgicas, formando asi la unidad hipotalamo-hipofisis-ovario [92].

En el ovario la FSH estimula la proliferacion y diferenciacién de las células
de la granulosa y por ende la seleccion, crecimiento y maduracion de los foliculos
antrales hasta el estado preovulatorio, asi como la maduracion del ovocito y la
sintesis de estrégenos y proteinas reguladoras de la unidad hipotdlamo-hipéfisis-
ovario. En las células de la granulosa durante la fase folicular del ciclo menstrual,
la FSH induce la sintesis de su receptor (FSHR), inhibina B, P450 aromatasa,
P450 reductasa y 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (173-HSD), estos
complejos enzimaticos participan en la aromatizacion y transformacion de los
precursores androgénicos en estrdgenos como estrona y 17B-estradiol. Al final de
la fase folicular, la FSH promueve la diferenciacion de las células de la granulosa

al inducir la expresion del receptor de LH (LHR). Por otra parte, los efectos de la
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LH en el ovario incluyen la regulacion de la sintesis de andrégenos por las células
de la teca, la induccién de la maduracion del foliculo preovulatorio y la
luteinizacion de las células de la granulosa para la sintesis de androégenos durante
la fase folicular tardia del ciclo menstrual, también es indispensable para la ruptura

del foliculo y la liberacion del ovocito, asi como la formacion del cuerpo lateo [5, 7].

2.- Vias de sefializacion intracelular activadas por FSH

La FSH actua sobre sus células diana a través de la unién a su receptor
FSHR, este pertenece a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G,
especificamente a la subfamilia de receptores similares a rodopsina y B-
adrenérgicos [93, 94]. El FSHR es una cadena simple de 678 residuos de
aminoacidos que forma siete dominios a hélice transmembranales conectados por
tres asas intracelulares y tres extracelulares, tiene un dominio amino terminal
extracelular rico en leucinas esencial para la union del receptor a su ligando y el
dominio carboxilo terminal intracelular el cual es necesario para la unién a
proteinas efectoras, ademas, contiene tres sitios consenso para N-glicosilacion y

se expresa como dimeros en la membrana celular [95, 96].

Tanto en células de la granulosa como en células epiteliales de cancer de
ovario, una vez que la FSH se une a su receptor provoca cambios
conformacionales en el asa extracelular que se propagan por los dominios
transmembranales y modifican la conformacion del dominio intracelular del
receptor permitiendo el acoplamiento a las proteina efectoras, principalmente a la
proteina heterotrimerica Gs, la cual se disocia en dos moléculas, la subunidad a
estimula el efector adenilato ciclasa y la subunidad B/y activa la fosfolipasa C y
probablemente la cinasa dependiente de fosfatidilinositol (PI3K) [93, 94]. La
subunidad Gas estimula la actividad de adenilato ciclasa, y como consecuencia
incrementa la sintesis del segundo mensajero adenosina monofosfato ciclico
(cAMP), la acumulacion de éste activa dos efectores, la proteina cinasa

dependiente de cAMP (PKA) y la proteina intercambiadora activada por cAMP
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(EPAC), la via de PKA es considerada como el mecanismo candnico de la accion
biolégica de la FSH sobre las células de la granulosa. La PKA fosforila varios
blancos nucleares y citoplasmaticos, entre los que se encuentran la proteina de
unién al elemento de respuesta de cAMP (CREB) y algunos miembros de la
familia de la proteina cinasa activada por mitégenos (MAPK), por otra parte la
EPAC puede activar la proteina cinasa B (PKB/AKT) [97] y ambas, PKA y EPAC
contribuyen a la activacion de p38MAPK y MEK/ERK (Figura 4) [98, 99].

La subunidad B/y de la proteina Gs activa la fosfolipasa C (PLC) y PI3K
probablemente de manera directa o indirectamente a través de Rapl. La
activacion de PLC rompe el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato [PI(4,5)P2] en inositol
1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), el IP3 contribuye a la liberacion de
calcio intracelular y ambos productos a la activacibn de las isoformas

convencionales y nuevas de la proteina cinasa C (PKC) (Figura 4) [93].

3.-La FSHYy el epitelio de superficie ovarica (OSE)

El efecto de la FSH sobre el OSE ha sido estudiado en diferentes especies.
En general el efecto de FSH sobre el OSE proveniente de diferentes animales y
cultivado in vitro es el de estimular la proliferacion celular y sintesis de ARN [100-
102]. Se ha descrito que en el OSE de bovino, la FSH estimula la proliferacién
celular y puede inducir la expresion del ARNm de factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF) y el ligando kit (KL), los cuales podrian regular el crecimiento
epitelial [103]. En cultivos primarios de OSE humano y en lineas celulares de OSE
inmortalizadas (IOSE) en donde se encuentra presente el FSHR, la hormona
incrementa la proliferacién celular a través de la induccion de la secrecion de IL-6
y la activacion de la via de sefalizacion STAT-3, asi como también la activacion
de la cascada de sefializacion MAPK/ERK1,2/ELK1 [104]. Por otro lado, en células
IOSE la FSH incrementa la sintesis del ARNm y la proteina del receptor del factor

de crecimiento epidermal (EGFR) a través de la activacion de la via de PI3K/AKT y
32



» = p ; - " b
CD44
a(V)
integrina
PI3K AC
SAPKI '
JUN ~ &
V‘

Survivin DCDG COX-1,2 mTOR l/ \
[ PGE2 MMP -2,9 ] J
I

ﬂMP12
\ ERK1,2
[ Adhesion Ant| apoptos.ls] [ Invasion ] /

Ang|ogene5|s [ Quimioresistencia ] [ Proliferacion ] [ Migracion ]

Figura 4. Vias de transduccion de sefal activadas por la hormona foliculo estimulante (FSH). La
FSH se une a su receptor y activa a las proteinas efectoras adenilato ciclasa (AC), fosfolipasa C
(PLC) y a la cinasa dependiente de fosfatidilinositol (PI3K), cuyas sefalizaciones de manera
fisiolégica estan involucradas en la proliferacion y diferenciacion de las células de la granulosa
(figuras naranja). Dichas proteinas efectoras activan rio abajo cascadas de sefializacion que
pueden inducir la expresion o regulacion a la baja (|) de diferentes proteinas (recuadros grises), las
cuales pueden ser mediadoras de procesos patologicos (recuadros blancos) en la carcinogénesis
ovarica.
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ERK1, 2 lo que provoca un efecto mitogénico en estas células [105].
Ademas, se ha visto un efecto sinérgico de la FSH y el EGF sobre la proliferacion
celular, este efecto es aparentemente a través de sefiales rio arriba de PI3K y
ERK que involucran cAMP, PKA y EPAC [106]. Por lo tanto, la FSH puede inducir
su efecto mitogénico de forma directa o indirecta al actuar en conjunto con
factores de crecimiento en células de IOSE como lo hace normalmente en las

células de la granulosa [99].

4.- LaFSHYy el cancer de ovario

Varios estudios han demostrado que la FSH esta involucrada en la
regulacion de procesos relacionados con el desarrollo del cancer de ovario, entre
los cuales se encuentran la proliferacion celular, inhibicibn de la apoptosis,
adhesién, migracion, invasion, angiogénesis y quimioresistencia (Figura 4) [43,
107].

En cuanto a la proliferacion celular inducida por FSH, se ha observado tanto
en IOSE como en lineas preneoplasicas y neoplasicas de ovario a través de la
activacion de la via de sefializaciéon de MAPK (ERK 1,2) y el factor transcripcional
Elk 1 [108]. En otras lineas celulares de cancer de ovario también se ha
demostrado la activacion de otras vias de transduccion de sefial que modulan el
crecimiento celular, como activacién de la PKCa [109], la activacion de la via
PKC® y ERK1 [110], asi como, la via de PKA a través de IL-6/STAT3 (Figura 4)
[44].

En referencia al efecto anti-apoptético en modelos celulares in vitro y
modelos murinos in vivo, el estimulo de FSH incrementa la expresion de ciclina
D1, ciclina E y survivina, moléculas que en conjunto contribuyen a la proliferacion
celular, ademas, disminuye la expresién del receptor de muerte 5 (DR5) y de la
proteina codificada por el gen de muerte celular programada 6 (PDCD6) lo que

reduce la apoptosis, estos efectos son a través de la activacion de las vias de
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sefalizacion PISK/AKT y de las cinasas activadas por estrés SAPK/JUN (Figura 4)
[111].

Con respecto a la adhesion celular, elevadas concentraciones de FSH
podrian facilitar la diseminacion del cancer de ovario por metastasis peritoneales.
Se ha visto que esta hormona promueve la adhesion de las células MLS (linea
celular derivada de un carcinoma de ovario) en placas de cultivo recubiertas con
hialuronano, fibronectina y con un péptido derivado de trombina que contiene una
secuencia RGD (arginina-glicina-acido aspartico). En este estudio se pudo
observar que las células incrementaron la expresion de la subunidad a(v) de
integrina, y del receptor de superficie a hialuronano CD44 (Figura 4) [112]. Otros
investigadores han demostrado que en estas células la FSH eleva la expresion de
manera tiempo y dosis dependiente tanto de la sintetasa de hialuronano como de
las enzimas degradadoras como las hialuronidasas 1 y 2. Estos efectos podrian
parecer contradictorios pero aparentemente el hialuronano tiene actividad dual en
el proceso de adhesion, las células se adhieren en el mesotelio a hialuronano de
alto peso molecular. Una vez adheridas, las células usan hialuronidasas para
romper el hialuronano en fragmentos de bajo peso molecular que inducen la
angiogénesis tumoral y exponen el CD44 para una mejor adhesion. Por otro lado,
en un modelo in vivo, ratones ovariectomizados en quienes se les indujo la
menopausia, se pudo observar que las células MLS implantadas en el peritoneo
adquirian una forma esferoide y se adherian en una mayor cantidad al peritoneo
en comparacion con los controles, indicando que el cambio en el ambiente
hormonal aumenta la habilidad de los esferoides para adherirse, por lo tanto se
piensa que la FSH pudiera facilitar este proceso [113].

En cuanto a la capacidad de invasion en varias lineas celulares de cancer
de ovario (BG-1, CaOV-3 y SKOV-3) la FSH promueve este proceso al aumentar
su actividad proteolitica por medio de la expresion y activacion de las
metaloproteasas de matriz MMP-2 y MMP-9, asi como la disminucién en la
secrecion de los inhibidores de estas metaloproteasas, TIMP-1 y TIMP-2, este

efecto es mediado a través de las via de transduccién de sefial PKA y PI3K/AKT
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(Figura 4) [114]. Esta dltima via también esta involucrada en la sintesis y
activacion de las metaloproteasas al modular la expresion del ARNm y proteina de
las ciclooxigenasas 1y 2 (COX-1y 2) [115]. Ademas, las cinasas PKC® y ERK1,2
activadas por FSH promueven la migracion en las células OVCAR-3 y OV207
(Figura 4) [110].

En referencia a la angiogénesis, tanto en estudios in vitro como in vivo se
ha observado que la FSH promueve la expresion de VEGF en una manera dosis
dependiente. En cultivos in vitro, la FSH ademés de estimular VEGF es capaz de
activar la via de sefalizacion de PISK/AKT que regula a la alta la expresion de
survivina, proteina que a su vez incrementa la expresion de VEGF (Figura 4) [116].
Por otro lado, en experimentos in vivo en ratones ovariectomizados la FSH
también incrementa la vascularizacion tumoral [117]. Otro estudio ha mostrado
que la estimulacion de células de carcinoma ovarico con FSH, aumenta la
expresion de VEGF-C, lo cual se pudo comprobar en estudios in vivo en ratones
ovariectomizados con xenoinjertos de carcinoma de ovario, en los cuales se vio un
aumento del factor de crecimiento derivado del epitelio del cristalino (LEDGF/p75)
gue a su vez se une al promotor de VEGF-C y activa su expresion, incrementando

la linfangiogénesis y angiogénesis tumoral [118].

Finalmente en cuanto a quimioresistencia se refiere, la FSH podria estar
participando de una manera indirecta en este proceso ya que disminuye
significativamente la apoptosis y el arresto celular inducido por cisplatino en las
células OVCAR-3, este efecto es mediado por la sobreexpresién de la proteina
inhibidora de apoptosis survivina y regulaciéon a la baja de la actividad de caspasas
(Figura 4) [119, 120].
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[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La acrogranina juega un papel importante en cancer de ovario ya que
participa en la proliferacion celular, transformacion maligna y quimioresistencia, sin
embargo, poco se sabe acerca de los factores que regulan su expresion o sobre-
expresion en este tipo de cancer. Recientemente observamos que en las lineas
celulares de cancer de ovario NIH-OVCAR-3 y SK-OV-3 la via de sefializacion de
PKC esta implicada en la regulaciéon de su expresion, por lo que en la presente

propuesta se pretende responder las siguientes preguntas:

1) Dada la funcion y la importancia de FSH en cancer de ovario ¢ Es la FSH
un factor que participa en la regulaciéon en forma positiva de la expresion de la

acrogranina en las lineas celulares de cancer de ovario?.

2) Si la FSH es un factor que regula la expresion de acrogranina ¢,La FSH

utiliza la via de sefializacion de PKC para dicho fin?.

En lo particular, falta mucho por conocer acerca de cuéles son los mecanismos que
regulan la expresion de la acrogranina en el cancer de ovario. El conocimiento de
estos mecanismos podria ser de gran utilidad para establecer nuevos blancos

terapéuticos y por lo tanto nuevas estrategias de tratamiento en el cancer de ovario.
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lll. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la regulacion que ejerce la FSH en la expresion de la acrogranina en

las lineas celulares de cancer de ovario NIH-OVCAR-3 y TOV-21G.

Objetivos particulares

a) Determinar el efecto de la FSH sobre la expresion del ARNm de la

acrogranina en las lineas celulares NIH-OVCAR-3 y TOV-21G.
b) Conocer la accién que ejerce la FSH en la sintesis de la proteina acrogranina.

c) Determinar si dicho efecto es a través de la via de sefalizacion PKC.

IV. HIPOTESIS

La expresion de la acrogranina en las lineas celulares de cancer de ovario NIH-
OVCAR-3 y TOV-21G es regulada en forma positiva por la hormona foliculo

estimulante (FSH).
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V. MATERIAL Y METODOS

A) Tipo de estudio

Es un estudio experimental con lineas celulares, prospectivo, longitudinal y

comparativo de causa-efecto.
B) Variables a considerar en el estudio

En el presente estudio solo se contemplan dos variables, la variable
independiente corresponde a las concentraciones de FSH utilizadas y la variable

dependiente que concierne a la expresion de acrogranina (proteinay ARNm).
C) Material
1.- Lineas celulares

Para la realizacion de este proyecto se utilizaron las lineas celulares NIH-
OVCAR-3 y TOV-21G, ambas lineas fueron obtenidas de The American Type
Culture Collection (ATCC, EUA). La linea celular NIH-OVCAR-3 proviene de
ascitis de una paciente con adenocarcinoma ovarico, esta constituida por células
con cariotipo anormal por aneuploidia, son resistentes a medicamentos utilizados
en quimioterapia como la adriamicina, melfalan y cisplatino. Estas células crecen
en multicapas apiladas verticalmente y son capaces de formar colonias en agar
semisoélido, el tiempo de duplicacion es de 2 dias. Por otra parte, la linea celular
TOV-21G proviene de un carcinoma de células claras. Estas células crecen en
monocapas y presentan una trisomia del cromosoma 10. Su tiempo de duplicacién
es de 1.5 dias y pueden crecer en agar semisolido, ademas son sensibles a

radiaciones y al paclitaxel.
2.- Hormona foliculo estimulante humana recombinante (r-hFSH)

Para el estimulo de las células se us6 la r-hFSH comercialmente conocida
como Gonal-f® y producida por Merk-Serono S.p.A. (Bari, Italia). Esta preparacion

comercial es producida en células de ovario de hamster chino (CHO) modificadas

39



por ingenieria genética. La presentacion comercial es de 5.5 ug equivalentes a 75
Ul. Las concentraciones utilizadas en este proyecto estuvieron en el rango de 10

a 1000 ng/mL y estuvieron basadas en la literatura [108, 114].
3.- Calfostin C

Para inhibir la via de transduccion de sefial de PKC, se ultilizo el Calfostin C
(Calbiochem, EMD Millipore, EUA) el cual es un inhibidor general de las cinasas
de la familia de la proteina cinasa C, es un compuesto que compite por el dominio
regulatorio de estas proteinas. La dosis efectiva al 50% (EDsp) es de 50 nM. Las
dosis utilizadas en el presente proyecto fueron de 600 y 1200 nM previamente

valoradas en nuestro laboratorio [90].

D) Métodos

1.- Cultivo celular

Las células NIH-OVCAR-3 fueron cultivas en medio Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) 1640 y las células TOV-21G en medio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) (Life Technologies, EUA), ambos medios fueron
suplementados con 5% de suero fetal bovino (SFB) y conteniendo 1 mM de
piruvato de sodio y una solucion de antibiético/antimicotico equivalente a 100
U/mL de penicilina G, 100 pg/mL de estreptomicina y 0.25 pg/mL de amfotericina
B (Life Technologies, EUA). Las células se cultivaron en una atmésfera himeda
con 5% de CO, y 95% de aire a 37°C y se mantuvieron en botellas de poliestireno
de 75 cm? (Corning Inc., EUA). Los pases de las células se realizaron con tripsina
al 0.25% p/vy 1 mM de EDTA-4Na en solucién salina de Hank al 0.85% (Thermo
Fisher Scientific Inc., EUA).
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2.- Ensayos celulares y tratamiento con r-hFSH.

Para los ensayos celulares con el estimulo de la r-FSH, las células fueron
sembradas en placas de 12 pozos (Corning Inc., EUA) en cantidad de 2x10°
células/pozo. Después de 24 h las células fueron lavadas con buffer salino de
fosfatos (PBS) (Life Technologies, EUA) con pH 7.4 y los medios fueron
remplazados por medio sin SFB y sin rojo fenol, dejandolas en ayuno 24 h.
Después de este periodo de ayuno, se adiciond la r-hFSH en concentraciones de
10, 100 y 1000 ng/mL para las células NIH/OVCAR-3 y de 10, 100 y 500 ng/mL
para las células TOV-21G. Estas concentraciones estan basadas en la literatura y
de acuerdo a la respuesta de las células. El periodo de incubacién con r-hFSH fue
de 24, 48 y 72 h. En cada uno de los experimentos, los controles fueron células

en medio sin SFB, sin rojo fenol y en ausencia de r-hFSH.
3.- Ensayos celulares y tratamiento con Calfostin C

Para estos ensayos se utilizaron solamente las células TOV-21G, las
cuales fueron sembradas en placas de 12 pozos (Corning Inc., EUA) en cantidad
de 2x10° células/pozo. Después de 24 h los medios fueron remplazados con
DMEM sin rojo fenol, con SFB (5%) y con Calfostin C (600 y 1200 nM) por un
periodo de 24 h. Posterior a este periodo de incubacion, a los pozos con 1200 nM
de Calfostin C se les adicion6 la r-hFSH a concentracion de 500 ng/mL en

ausencia de SFB y la incubacion se prolongo6 24 h més.
4.- Cuantificacion de proteinas

Una vez concluidos los cultivos celulares, las células fueron lisadas con
buffer de lisis con un pH de 7.4, conteniendo 50 mM Hepes, 150 mM NacCl, 1.5
mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 10% glicerol, ademas de una mezcla
de inhibidores de proteasas Complete-Mini-free EDTA, (Roche Applied Science,
EUA). El lisado fue centrifugado a 10,000 rpm durante 10 min a 4°C. Una vez
obtenido el sobrenadante, las proteinas totales fueron cuantificadas utilizando el

meétodo de acido bicinconinico (BCA) [Protein assay Kit, (Thermo Fisher Scientific,
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EUA)]. En resumen, este método se basa en la combinacion de la reaccion de
biuret en la cual en un medio alcalino se produce una reduccién de Cu®** a Cu'*
por las proteinas presentes y la deteccién colorimétrica del ion Cu™* por el BCA da
lugar a la formacion de un color purpura cuya intensidad es proporcional a la
concentracion de proteinas totales y es medida espectrofotométricamente. Una
vez cuantificadas las muestras, éstas fueron guardadas a -70°C hasta su futuro

analisis por Western blot.
5.- Técnica de Western blot

La inmunodeteccion se realiz6 como ha sido descrito previamente por
Diaz-Cueto y colaboradores [61]. Diez ug de proteinas totales fueron separadas
por electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida al 10% y posteriormente se
transfirieron a una membrana de PVDF (GE Healthcare, EUA). Una vez
transferidas las proteinas, la membrana fue bloqueada 1 h a temperatura
ambiente con buffer salino-tris (TBS) conteniendo 0.1% de Tween-20 (TBST) y
5% de leche. Posteriormente las membranas fueron incubadas toda la noche a
una temperatura de 4°C con los anticuerpos especificos para detectar
acrogranina, receptor de FSH, B-actina y VEGF en forma independiente. Los
anticuerpos se diluyeron en TBST mas 5% de leche, cuyas diluciones y fuentes
de obtencién se muestran en la Tabla 3. Posterior a esto, la membrana fue lavada
con TBST y se afiadi6 un segundo anticuerpo, una IgG anti-conejo para la
deteccion de acrogranina y el receptor de FSH o una IgG anti-raton para la
deteccion de [B-actina y VEGF, ambas conjugadas con peroxidasa (Jackson
ImmunoResearch, EUA) a una dilucion de 1:10,000, incubando por 90 min a
temperatura ambiente. Finalmente la membrana fue sometida a varios lavados
con TBST y las proteinas fueron detectadas por medio del estuche de
guimioluminiscencia [SuperSignal West Femto Substrate (Thermo Fisher
Scientific, EUA)] sobre placas radiograficas. Finalmente se realizé el analisis

densitométrico de las bandas obtenidas.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios utilizados para la técnica de Western blot.

Proteina Marca o Donacion Tipo Dilucién

Acrogranina Dr. George Gerton Policlonal 1:2000
Universidad de Pensilvania, EUA

Receptor de FSH Abcam (Abcam plc., Reino Unido) Policlonal 1: 500

Actina Dr. José Manuel Hernandez H. Monoclonal 1:2000
CINVESTAYV, México

VEGF Upstate (EMD Millipore, EUA) Monoclonal 1:500

6.- Extraccion del ARNm

Para la obtencion del ARNm se utilizé el reactivo TRIzol (Life Technologies,
EUA) siguiendo la técnica descrita por el fabricante. Esta técnica se basa en el
método de isotiocianato de guanidina y fenol. Brevemente, las células fueron
homogeneizadas en 500 pL del TRIzol, se separé el ARN total de los demas
componentes celulares con cloroformo, precipitaciones subsecuentes con
isopropanol y etanol permitieron el aislamiento del ARN total. Finalmente el ARN
total fue cuantificado por espectrofotometria a 260 y 280 nm, determinando

también su pureza.
7.- Trascripcion reversa (RT)

Previo a la generacion del ADN complementario (ADNc), 1 ug de ARN total
fue tratado con DNAsa | (Promega Corp., EUA), enzima que permite la
eliminacién de DNA contaminante. Posteriormente el ADNc se gener6 usando la
SuperScript Il RNase H-Reverse Transciptase (Life Technologies, EUA). La
mezcla de reaccion para realizar la trascripcion reversa consistio de 10 mM de
dNTPs (Promega Corp., EUA), 0.5 pug del cebador Oligo(dT):s (Promega Corp.,
EUA), 0.1 M de Ditiotreitol (DTT) (Life Technologies, EUA), 40 U de Inhibidor de
ribonucleasas RNase OUT (Life Technologies, EUA) y 200 U de la enzima
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SuperScript 11l RNase H-Reverse Transcriptase (Life Technologies, EUA ). La
mezcla de reaccion fue incubada a 42°C por 50 min y 70°C por 15 min en un
termociclador MasterCycler gradient (Eppendorf AG, Alemania). EI ADNc obtenido
fue diluido en H,O-DEPC (1 pg de ADNc en 200 pL de volumen) y se procedio a

la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa.
8.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

Para la determinaciéon de la expresion del ARNm de acrogranina, del
receptor de FSH y de B-actina se empled la técnica de PCR. En la Tabla 4, se
muestran los oligonucleétidos de los ARNs estudiados. Para la reaccion de la
PCR se utilizdé Platinum PCR Supermix (Life Technologies, EUA), 300 nM (1 L)
de cada uno de los oligonucleétidos y 10 puL del ADNc generado previamente en
un volumen final de 50 pL. La amplificacion se realizé utilizando el termociclador
MasterCycler gradient (Eppendorf AG, Alemania) bajo las siguientes condiciones:
para acrogranina y B-actina; un ciclo inicial de 95°C por 5 min, seguido por 40
ciclos a 95°C por 30 seg y 60°C por 1 min. Para FSHR las condiciones fueron: un
ciclo inicial de 95°C por 5 min, seguido por 40 ciclos a 95°C por 1 min, 50°C por 1
min y 72°C por 1 min. Finalmente, los fragmentos de 174, 244 y 99 pares de
bases correspondientes a acrogranina, FSHR y B-actina respectivamente, fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa al 2% p/v. En todos los casos

se incluy6 agua estéril como control negativo.
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para la identificacion de los diferentes ARNs mensajeros.

ARN Oligonucleodtidos

Acrogranina 5'-CGGGCATTCGAACTGACTATC-3'
5'-GTCTCAGGGACTTCCAGTTGCT-3'

Receptor de FSH 5'-GCGGAACCCCAACATCGTGTC-3'
5'-TGAAGAAATCTCTGCGAAAGT-3'

-actina 5-TCTAGACTTCGAGCAGGAGATGG-3'
B
5-TCGTTGCCAATAGTGATGACTTG-3'

9.- Ensayo de citotoxicidad

Para determinar la toxicidad celular provocada por la r-nFSH y el inhibidor
de PKC se utilizé el estuche CytoTox 96 Non-Radioactive (Promega Corp., EUA).
Esta técnica se basa en la deteccion de la enzima citosolica lactato
deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo por células lisadas y la
conversion de la sal de tetrazolio INT (color salmén) hacia formazan (rojo), lo que
permite la determinacion de la proporciéon de células muertas. Para este ensayo,
se cultivaron 2x10* células/pozo en placas de 96 pozos (Corning Inc., EUA) en
100 pL de medio, a las cuales se les adicioné r-hFSH o Calfostin C de igual
manera que se describe en la seccidén ensayos celulares y tratamiento con r-hFSH
0 con Calfostin C. Una vez concluidos los cultivos, la mitad de los medios (50 pL)
fue separada y transferida a pozos limpios, posteriormente, las células fueron
lisadas agregando 5 pL de una solucién de lisis 10X (9% v/v de Tritbn X-100) e
incubadas por 45 min. Transcurrido este tiempo, tanto a los pozos con las células
lisadas como a los pozos que contenian Unicamente medio, se les adicionaron 50
uL de la solucion substrato que al reaccionar con el medio de cultivo produjo un
cambio de coloracién, una vez percibido éste cambio de color, a cada pozo se les
adicion6 50 pL de una solucion de acido acético 1M para detener la reaccion.

Finalmente, se midid la absorbancia a 490 nm.
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10.- Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Los medios condiciones obtenidos de los cultivos de las células TOV-21G a
las 24, 48 y 72 h de estimulo con r-hFSH fueron utilizados para la determinacion
cuantitativa de acrogranina por medio de la técnica de ELISA tipo sandwich. Esta
técnica se basa en el reconocimiento de la acrogranina por anticuerpos
policlonales especificos fijados en los pozos y anticuerpos unidos a la enzima
biotina. Para esto se utilizé el estuche de ELISA [Progranulin Human (AdipoGen,
Corp, EUA)], en donde, 100 uL de medio condicionado previamente diluidos (1:25)
fueron colocados en cada uno de los pozos, incubandose esta reaccion por 1 h a
37°C. Transcurrido este periodo, cada uno de los pozos fueron lavados tres veces
con 300 pL de PBS conteniendo 0.05% de Tween 20. Una vez hechos los lavados,
a cada uno de los pozos se les agregd 100 uL del anticuerpo de deteccion
especifico para progranulina acoplado a biotina, incubando por un periodo de 1 h a
37°C. Posteriormente, los pozos fueron lavados 3 veces y una vez concluidos se
adicionaron 100 uL del conjugado estreptavidina-peroxidasa con un periodo de
incubacion de 1 h a 37°C. Nuevamente se lavaron los pozos y el desarrollo del
color se realiz6 incubando las placas en obscuridad con 100 uL del substrato 3,3',
5,5'-Tetrametilbenzidina (TMB) a temperatura ambiente por 10 min y finalmente se
adicionaron 100 yL de acido fosférico 1 M para detener la reaccién. La intensidad
del color fue directamente proporcional a la concentracién de acrogranina en las
muestras, la intensidad del color de la reaccion se midié por espectrofotometria a

una absorbancia de 450 nm.
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12.- Andlisis estadistico de los datos

Las diferentes bandas de acrogranina y actina (utilizada como control
interno) fueron analizadas por densitometria utilizando un programa NIH ImageJ,
con la finalidad de obtener un valor semicuantitativo. EI mismo procedimiento fue
realizado para las bandas del ARNm obtenidas en las fotografias de los geles de
agarosa. Para valorar si existian diferencias estadisticamente significativas tanto
para el ARNm como para la proteina de acrogranina, se realizd el analisis
estadistico con los datos de 4 experimentos utilizando un ANOVA no paramétrico,
con un nivel de significancia de p<0.05. Como estadistica descriptiva se utilizo el

promedio y el error estandar.
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VI. RESULTADOS
Deteccidn de la proteina acrogranina en las lineas celulares NIH-OVCAR-3 y
TOV-21G.

En los extractos celulares de ambas lineas de cancer de ovario se detecto
la acrogranina. En la linea celular NIH-OVCAR-3 esta proteina fue detectada
como dos bandas, una de ellas con un peso molecular de 68 kDa y la otra con un
peso molecular de aproximadamente 50 kDa, sin embargo, en las células TOV-

21G solo se detect6é una banda correspondiente a 68 kDa (Figura 5).
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Figura 5. Deteccion de la proteina acrogranina mediante la técnica de Western blot en los
extractos celulares de las dos lineas de cancer de ovario. En las células NIH-OVCAR-3 la
acrogranina se detecté como dos bandas, una de 68 kDa y la otra de aproximadamente 50 kDa,
sin embargo en las células TOV-21-G se detectdé como una sola banda de 68 kDa.

Presencia del ARNm y de la proteina del receptor de FSH (FSHR) en las

lineas celulares de cancer de ovario

En ambas lineas celulares de cancer de ovario NIH-OVCAR-3 y TOV-21-G
el ARNm y la proteina del FSHR estan presentes. En los geles de agarosa el

ARNmM se identific6 por medio de una banda de aproximadamente 244 pares de
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bases (Pb) (Figura 6A). Por otra parte, la proteina fue visualizada en ambas lineas
celulares como una banda menor de 76 kDa utilizando el anticuerpo policlonal
(Abcam) (Figura 6B), sin embargo, la muestra de tumor maligno de ovario usada

como control mostré una segunda banda por debajo de 200 kDa.
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Figura 6. Presencia del receptor de FSH (FSHR) en las lineas celulares de cancer de ovario NIH-
OVCAR-3y TOV-21G. A. El ARNm del FSHR se detecté como una banda de ~244 pares de bases
(Pb) en ambas lineas celulares. B. En las dos lineas celulares, la proteina del FSHR se visualizo
como una banda menor de 76 kDa, sin embargo, en el tumor maligno de ovario utilizado como
control se detect6 una banda extra, superior a 76 kDa.

El tratamiento con r-hFSH incrementé tanto el ARNm como la proteina de

acrogranina en las células TOV-21G pero no en las NIH-OVCAR-3

La r-hFSH fue utilizada para investigar si esta hormona es capaz de
producir una regulacién en la expresion de acrogranina. Después de analizar los
niveles del ARNm de 4 experimentos en las células TOV-21G, encontramos que a
las 48 h con el estimulo de r-hFSH y con la dosis de 500 ng/mL se presentd un
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aumento significativo (p<0.05) en el ARNm (157.1% + 14.5%) con respeto al
control (100%) el cual consistio de medio en ausencia de r-hFSH. Allas 24y 72 h
de estimulo no se observaron aumentos significativos en la produccion del ARNm

con las diferentes dosis de r-hFSH (Figura 7 Ay B).

En forma similar a la expresion del ARNm en las células TOV-21G, a las 48
h de estimulo con la r-hFSH la proteina acrogranina también mostré6 un aumento
significativo (p<0.05) con las concentraciones de 100 ng/mL (154.8% + 23.2%) y
500 ng/mL (152.8% * 22.7%) con respecto al control (100%) (Figura 8 A y B).
Ademas, al igual que con el ARNm no se observaron aumentos significativos en la
sintesis de la proteina a las 24 y 72 h de estimulo con las diferentes dosis de r-
hFSH (Figura 8B). Datos en la literatura demuestran que FSH es capaz de
estimular la produccion de VEGF en lineas celulares de cancer de ovario [116,
121] proteina que utilizamos como un control positivo para la validacion de los

resultados de los ensayos celulares (Figura 8A).

En las células NIH-OVCAR-3 no se observdO ningdn aumento en la
expresion del ARNm de la acrogranina (Figura 9) ni de su proteina (Figura 10) con
las diferentes concentraciones de r-hFSH ni en los diferentes tiempos de
incubacion estudiados. Es importante remarcar que en esta linea celular la
concentracion mas alta de r-hFSH utilizada fue de 1000 ng/mL, lo doble de la
concentracion utilizada en las células TOV-21G. En esta linea celular, FSH
también estimulé la sintesis de VEGF en forma contante en cada uno de los
experimentos analizados (n=4), lo que demuestra la funcionalidad del receptor de
FSH y ciertas propiedades de la FSH en cada una de las lineas celulares

estudiadas.
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Figura 7. La r-hFSH increment6 el ARNm de acrogranina en la linea celular TOV-21G. A. Los
geles representativos del RT-PCR muestran la expresion del transcrito de acrogranina (~174 Pb)
después del estimulo con r-hFSH. Como control se us6 el ARNm de B-actina (~99 Pb). B. El
analisis densitométrico de las bandas detectadas en los geles de agarosa demostr6 que a las 48 h
de estimulo con 500 ng/mL de r-hFSH hubo un incremento significativo (*P<0.05) en la expresion

del ARNm de acrogranina.
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Figura 8. La r-hFSH incrementd la sintesis de la proteina acrogranina en la linea celular TOV-21G.
A. Western blot representativo de cuatro experimentos independientes. Como control de carga se
detecto a la B-Actina y VEGF como control positivo para estimulo de la r-hFSH. B. Representacién
grafica del andlisis de cuatro experimentos en donde se observa un aumento significativo (*P<0.05)
con respecto al control en la expresién de acrogranina a las 48 h con las dosis de 100 y 500 ng/mL
de r-hFSH. No se observé ningln aumento de proteina ni a las 24 hnialas 72 h.
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Figura 9. La r-hFSH no aumenté el ARNm de acrogranina en las células NIH-OVCAR-3. A. Figura
representativa de geles de agarosa de cuatro experimentos en donde se muestra la expresion del
transcrito de acrogranina (~174 Pb) después del estimulo con r-hFSH. Como control de carga se
utilizé el ARNm de la B-actina. B. La representacion grafica del analisis densitométrico de las
bandas detectadas en los geles de agarosa en donde se muestra que no hubo aumentos
significativos en la expresion del ARNm de la acrogranina con las diferentes concentraciones de r-

hFSH ni en los diferentes periodos de incubacion.
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Figura 10. La r-hFSH no increment6 la sintesis de la proteina acrogranina en las células NIH-
OVCAR-3. A. Western blot representativo de cuatro experimentos independientes. Como control de
carga se detectd la B-actina y VEGF como control positivo al estimulo de r-hFSH. B.
Representacion gréafica del andlisis de cuatro experimentos en donde no se observa ningun
aumento significativo en la expresién de acrogranina ni a las 24 ni a las 48 h de estimulo con r-

hFSH.
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Aumento de la secrecion de acrogranina hacia el medio por el tratamiento
con r-hFSH en las células TOV-21G.

La acrogranina es considerada un factor autocrino y paracrino [122], razén
por la cual evaluamos su secrecion hacia el medio por las células TOV-21G
cultivadas en presencia de las diferentes concentraciones de r-hFSH y en los
diferentes periodos de incubacién. Una vez realizados los ensayos, se cuantificd
la acrogranina por la técnica de ELISA en los medios condicionados de 4
experimentos. Los resultados expresados como concentracion relativa mostraron
que las 3 concentraciones (10, 100 y 500 ng/mL) de r-hFSH aumentaron
discretamente la secrecion de la acrogranina al medio, pero fue con la
concentracion de 500 ng/mL con la cual este aumento fue gradual a través del
tiempo de incubacion, observando el mayor incremento a las 72 h en forma

significativa con respecto al control (medio en ausencia de r-hFSH) (Figura 11).
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Figura 11. Secrecion relativa de la proteina acrogranina en el medio de cultivo. La acrogranina fue
cuantificada por la técnica de ELISA en los medios condicionados de 4 experimentos. Los
resultados mostraron que las 3 concentraciones (10, 100 y 500 ng/mL) de r-hFSH aumentaron
discretamente la secrecién de la acrogranina al medio, sin embargo, con la concentracién de 500
ng/mL el aumento fue gradual a través del tiempo de incubacién con un mayor incremento a las 72
h en forma significativa (*p<0.05) con respecto al control.
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Efecto sobre la sintesis de la acrogranina por la inhibicién de la via de PKC

con Calfostin Cy la estimulacion de la via por la r-hFSH

Posteriormente al haber observado el aumento en la sintesis de la proteina
y del ARNm de la acrogranina por la r-hFSH en las células TOV-21G, se decidio
determinar si dicho efecto era a través de la via de sefalizacion de PKC. Para
esto, inicialmente fue utilizado un inhibidor general de la via de PKC el Calfostin C
en dosis de 600 y 1200 nM, dosis con las cuales previamente observamos una
disminucién en la expresion de la acrogranina en lineas celulares de cancer de
ovario [90]. Una vez incubadas las células por 24 h con el Calfostin C, se les
adiciono6 la r-hFSH (500 ng/mL) por un periodo de incubacion de 24 h mas.
Después de un periodo de incubacion total de 48 h, los resultados del analisis de
3 experimentos mostraron que la expresion de la acrogranina disminuyo al ser
inhibida la via de PKC, pero que al adicionar la r-hFSH, su expresion aumento
hasta casi un 50% a partir de la inhibicion con Calfostin C (1200 nM) y de un 20%
a partir de la produccion basal (Figura 12 Ay B). Las concentraciones de Calfostin
C y de r-hFSH utilizadas en este estudio no afectaron la viabilidad celular, la cual

fue determinada por el ensayo Cytotox 96 (Figura 12 C).
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Figura 12. Produccién de la proteina acrogranina en las células TOV-21G en respuesta a la
inhibicién de la via de PKC con Calfostin C y a una estimulacién con r-hFSH. A. Western blot
representativo de tres experimentos independientes. Como control de carga se detecté a la -
actina. B. Representacion grafica del andlisis de los tres experimentos en donde se observa una
disminucién en la expresion de acrogranina con las dos dosis de Calfostin C (600 y 1200 nM)
durante 24 h y una recuperacion en forma significativa de su expresion al adicionar 500 ng/mL de r-
hFSH por 24 h mas. El aumento en la expresion fue de un 20% a partir del control (vehiculo) y de
un 50% a partir de la inhibicion con Calfostin C (1200 nM). C. La viabilidad celular no fue
modificada por las altas concentraciones de Calfostin c.
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VII. DISCUSION

La acrogranina es un factor de crecimiento con mdultiples funciones en
varios tejidos y 6rganos [122]. Esta proteina esta presente en cancer de ovario,
por lo que se ha sugerido que participa en su desarrollo y progresion. Una mayor
expresion del ARNm y de la proteina acrogranina se ha observado en los
carcinomas epiteliales de ovario en comparacion con tumores de bajo potencial
maligno, tumores benignos de ovario y tejidos ovaricos normales [82, 86, 87]. Su
sobre-expresion promueve la proliferacion celular [82, 123], el crecimiento
independiente de la adhesion celular [86], la capacidad de migracion e invasion
[85, 123], asi como, la capacidad tumorigénica tanto de lineas celulares de cancer
de ovario como de células IOSE fenotipicamente normales [85, 86]. La sobre-
expresion de acrogranina también se ha asociado con una mayor supervivencia
celular y un fenotipo quimioresistente [84, 85], asi como, con una menor sobrevida

de las pacientes [83, 87].

Es poco lo que se sabe acerca de los mecanismos o proteinas que regulan
la expresion de la acrogranina y hasta el momento son tres los factores que se
han asociado con la regulacién de su expresion en diferentes tipos de cancer.
Uno de ellos es el 17B-estradiol, el cual es capaz de regular la expresion a la alta
tanto del ARNm como de la proteina en una linea celular de cancer de mama [81].
Los otros dos factores son la endotelina 1 (ET-1) y el acido lisofosfatidico (LPA),
ambos modulan la expresion de la acrogranina en forma positiva a través de la via
de sefalizacion cAMP/EPAC/ERKL1,2 en células de cancer de ovario [84]. Por otro
lado, la via de transduccién de sefial de PKC también estd asociada a la
regulacion de esta proteina a nivel post-traduccional, ya que solo aumenta la
sintesis de la proteina, pero no de su ARNm, esto también en lineas celulares de
cancer de ovario (NIH-OVCAR y SK-OV-3). Esta regulacion por PKC fue
documentada en nuestro laboratorio y no ha sido valorada en otros sistemas [90].
Dada la importancia de la acrogranina en cancer de ovario y a los pocos datos
gue existen en cuanto a su regulacién, en la presente tesis tratamos de identificar
si la FSH es capaz de producir cambios a la alta en la sintesis de esta proteina en
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lineas celulares de cancer de ovario, seleccionando a la FSH como blanco de
estudio por su participacion y vias de transduccion de sefial que activa en este
tipo de cancer [107].

Nuestros resultados mostraron que la r-hFSH es capaz de regular la
sintesis de la acrogranina tanto de su ARNm como de la proteina en las células
TOV-21G pero no en las células NIH-OVCAR-3. En las células TOV-21G la dosis
méaxima de r-hFSH utilizada y con la que se logro visualizar el efecto a las 48 h de
incubacion fue de 500 ng/mL, sin embargo y a pesar de que en las células NIH-
OVCAR-3 la dosis maxima de r-hFSH fue 1000 ng/mL (doble de la dosis que en
las células TOV-21G) no se observo incremento alguno de la proteina ni de su
ARNmM en ninguno de los tiempos de incubacion analizados.

Ademas, en las células TOV-21G con la dosis maxima utilizada de r-hFSH
también se pudo observar a las 72 h de incubacién un aumento en la acrogranina
secretada al medio de cultivo, es decir, la secrecién al medio fue mayor después

de haber observado el incremento en su sintesis.

La FSH ha sido asociada al cancer de ovario principalmente por estudios
epidemiologicos en donde muestran un aumento en la prevalencia y en la
agresividad de este tipo de cancer en pacientes menopadsicas y post-
menopadusicas las cuales presentan altas concentraciones de esta gonadotropina.
También, estudios in vitro han demostrado que la FSH juega un papel importante
en este tipo de céancer sobre todo en proliferacion celular, inhibicion de la
apoptosis, adhesion, migracién, invasion, angiogénesis y quimioresistencia [43,
107], a través de la regulacion de la expresion de diversas proteinas implicadas en
estos procesos, como VEGF, donde la FSH es capaz de incrementar su
expresion, contribuyendo de esta manera con el potencial angiogénico que tienen
los tumores malignos de ovario, lo cual facilita su crecimiento y su recurrencia
[121]. Por otra parte, la FSH también es capaz de incrementar la sintesis de
proteinas como ciclina D1, ciclina E y survivina, moléculas que en conjunto

participan en la proliferacion celular, evento que se ve apoyado con la reduccion
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de la apoptosis que se presenta al disminuir la expresion del receptor de muerte 5
(DR5) y de la proteina codificada por el gen de muerte celular programada 6
(PDCD6) por la FSH [111]. De igual manera que con estas proteinas, el aumento
de la acrogranina inducido por el estimulo de FSH en las células TOV-21G,
pudiera contribuir en los procesos de proliferacion, progresion maligna vy
resistencia de las células a la quimioterapia, eventos en los cuales ya se ha

documentado la participacion de esta proteina [82, 84, 85].

La diferencia observada en la respuesta al estimulo de FSH por las lineas
celulares de cancer de ovario estudiadas pudiera estar asociada con el origen de
las mismas. Es bien sabido que las células establecidas de diferente origen tienen
distinto fenotipo y distinto perfil de expresion génica, aunque ambas provienen de
un cancer de ovario, las células TOV-21G son derivadas de un carcinoma de
células claras y las NIH-OVCAR-3 de un adenocarcinoma seroso. Llama la
atencion la respuesta negativa de las células NIH-OVCAR-3 en términos de la
expresion de la acrogranina al estimulo de FSH, sin embargo, resultados similares
se obtuvieron con las células SK-OV-3 (datos no mostrados en esta tesis) las
cuales también derivan de un adenocarcinoma seroso de ovario. De acuerdo con
estos datos, la regulacion en la expresion de acrogranina a nivel post-traduccional
y post-transcripcional por la FSH en las células TOV-21G, pudiera ser selectivo de
esta linea celular, ya que tanto en estas células como en las NIH-OVCAR-3 se
documentd la funcionalidad del receptor de FSH en base al aumento en la
expresion de la proteina VEGF observado en ambas lineas celulares. La
expresion del receptor de FSH en estas lineas celulares ya ha sido descrita
previamente [108, 124], pero fue corroborada con el anticuerpo seleccionado por

nosotros (Figura 6).

El aumento de la acrogranina en las células TOV-21G tanto intracelular
(Figura 8) como la secretada al medio (Figura 11) producidos por el estimulo de la
FSH, pudiera estar en relacion con la activacion de la via de transduccion de
sefal PIBK/AKT/mTOR/HIF-1 que se ha descrito en la linea celular ES-2 también

derivada de un carcinoma ovarico de células claras (Figura 13) [111]. En estas
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células, la FSH incrementa la produccion de HIF-1 alfa a través de la activacion
de PIBK/AKT/mTOR, que a su vez produce el aumento de VEGF. Esta misma via
pude ser activada por la hipoxia celular teniendo como eventos finales un
aumento de HIF-1 alfa, lo que incrementa la expresion de VEGF y del
transportador de glucosa 1 (GLUT-1) [125-127] (Figura 13). Ya se ha descrito que
la hipoxia es un factor que pude incrementar la expresion de la acrogranina tanto
en fibroblastos como en lineas celulares de neuroblastoma que fueron expuestas
a hipoxia, asi como en tejidos trofoblasticos de casos de preeclampsia y de fetos
con restriccion de crecimiento [128-130]. Estos datos sugieren que probablemente
el incremento de HIF-1 alfa ocasionado por el estimulo de FSH en este tipo de
carcinoma de células claras ovarico, pudiera ser el responsable de la regulacion
de la expresion a la alta de la acrogranina. Esta regulacién es independiente de
VEGF en la via de sefalizaciébn que se estd activando (Figura 13), ya que un
aumento en la expresion de VEGF también fue observado en las células NIH-
OVCAR-3 y en las SK-OV-3 (datos no mostrados), lo que indica que
probablemente en estas lineas celulares la via de transduccion de sefal que
aumenta survivina con el estimulo de FSH, es la que produce el incremento de
VEGF como ya ha sido descrito previamente en la linea celular SK-OV-3 [116]
(Figura 13). Sin embargo, estudios adicionales son requeridos para establecer el
mecanismo exacto por el cual FSH regula la expresiéon de acrogranina en las
células TOV-21G.
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Figura 13. Modelo propuesto de la via de transduccién de sefial activada por la FSH que regula la
expresion de acrogranina en las células TOV-21G. Modificado de Huang y cols. [111].

En cancer de ovario, la via de PKC ha sido asociada con la estimulacion de
proliferacion celular y progresion maligna de las células [109, 110]. Previamente
nosotros hemos demostrado que tanto en las células NIH-OVCAR-3 como en las
SK-OV-3, la via de PKC es una de las principales vias de transducciéon de sefial
que regulan la sintesis de la acrogranina en estas células [90]. Dado que se sabe
gue la FSH activa esta via en células de cancer de ovario [109, 110], se propuso
valorar si a través de esta via la FSH regula la expresiéon a la alta de la
acrogranina en las células TOV-21G. Sin embargo, al parecer pudiera estar
utilizado otra via ademas de la de PKC, ya que al inhibir la via con Calfostin C
(compuesto que compite por el dominio regulatorio de la proteina cinasa C) se
redujo la expresion de acrogranina, la cual se reactivé con el estimulo de FSH aun

en presencia del inhibidor de PKC, esto nos dice, que estando bloqueada la via de
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PKC la FSH fue capaz de regular la sintesis de la acrogranina, lo cual
probablemente se deba a la activacion de otra via como la de PI3K como
previamente lo estamos proponiendo o bien la via de PKA. Sin embargo, otros
estudios son necesarios para determinar cual de estas vias esta participando en la
regulacion de la acrogranina en las células claras de cancer de ovario TOV-21G,
ya que en las células NIH-OVCAR-3 y SK-OV-3 las vias de PI3K y PKA no
participan en la regulacion de la acrogranina, como lo demostramos previamente
[90].

Los hallazgos en la presente tesis sugieren que el aumento de la
acrogranina por el estimulo de la FSH pudiera ser uno mas de los mecanismos
que expliguen la asociacibn de cancer de ovario y un aumento en las
concentraciones de la FSH en forma sistémica. Es importante remarcar que esto
s6lo se observo en la linea celular derivada de un carcinoma de células claras y
no en la linea celular derivada de un adenocarcinoma seroso, por lo que
acrogranina y FSH pudieran estar jugando un papel importante en la
fisiopatogenia de los tumores malignos de ovario de células claras, los cuales son
muy agresivos y con una alta mortalidad. Ademas, esta regulacion diferencial de
la acrogranina por la FSH en las lineas celulares estudiadas podria ayudar a
disefiar estrategias terapéuticas especificas para el carcinoma ovarico de células
claras, contribuyendo asi a la disminucion del crecimiento tumoral y la formacion

de metastasis de la enfermedad.
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VIIl. CONCLUSIONES

1.- La r-hFSH fue capaz de regular a la alta las concentraciones de acrogranina
tanto intracelular como extracelular (la secretada al medio) en las células TOV-21G, una
linea celular derivada de un carcinoma de células claras de ovario. Sin embargo, este
efecto no se observd en las células NIH-OVCAR-3, linea celular derivada de un
adenocarcinoma seroso de ovario. Por lo que se propone la participacion de acrogranina y

FSH en la patogénesis de este tipo histoldgico de tumores malignos de ovario.

2.- La r-hFSH fue capaz de regular a la alta las concentraciones de acrogranina a
pesar de haber blogqueado la via de PKC en las células TOV-21G, lo que sugiere que
ademas de la via de PKC otras vias de transduccion de sefial podrian participar en la

regulacion de la expresion de la acrogranina en esta linea celular.

3.- Otros estudios son necesarios para establecer primeramente que vias de
sefalizacién estan participando en esta relacién FSH y acrogranina en las células TOV-
21G y posteriormente para conocer si acrogranina pudiera ser un blanco terapéutico en

este tipo histol6gico de tumores de ovario.
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