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RESUMEN

RESUMEN

El cancer de ovario se presenta frecuentemente en mujeres posmenopausicas.
En esta etapa la patologia se ha correlacionado con las concentraciones elevadas de
gonadotropinas. Durante la menopausia o0 pos-menopausia la terapia de reemplazo
con estrogenos se ha asociado con un aumento en el riesgo del cancer de ovario ya
gue los estrégenos son un factor mitogénico. La accion bioldgica de los estrogenos es a
través de sus receptores ERa, ERB y el receptor para estrégenos acoplado a proteinas
G (GPER), el cual media sefiales no gendmicas en una variedad de canceres
dependientes de estrogenos. En el cancer epitelial de ovario (CEO) la sobre expresion
de GPER se ha asociado con la proliferacion celular, migracion, invasion y con una
menor sobrevida de las pacientes. La informacion sobre la regulacion de GPER en
este tipo de cancer es muy escasa y controversial. Objetivo: Analizar el efecto de
la activacion de los receptores hFSHR y hLHR sobre la expresion de GPER y ERa
asi como en la proliferacion en la linea celular de cancer de ovario OVCAR-3.
Métodos: La expresion de hFSHR, hLHR, ERa y GPER, se comprobé mediante RT-
PCR e inmunodeteccién. La funcionalidad de los receptores de gonadotropinas se
comprobé cuantificando el AMPc después de estimular las células. Todos los ensayos
se hicieron utilizando dosis crecientes de las hormonas recombinantes (r-hFSH vy r-
hLH) a las 24 y 48 h, las cuales no causaron un efecto citotoxico. Para evaluar si
existia regulacién de las gonadotropinas sobre la expresién de GPER, la linea celular
OVCAR-3 se estimulé con r-hFSH y r-hLH de manera independiente y se extrajo
RNAm y proteina. Se evalud la proliferacion celular con el estuche XTT. Resultados:
A las 48 h la r-hFSH incrementdé el RNAm y la proteina de GPER, mientras que la r-
hLH disminuyé la expresion de la proteina de GPER, no asi el ARNm correspondiente.
La expresibn de ERa asi como la proliferacién celular mostraron el mismo
comportamiento  diferencial con ambas gonadotropinas. Conclusion: Las
gonadotropinas regulan de manera diferencial tanto el GPER como el ERa e influyen

en la proliferacion de la linea celular OVCAR-3.

Palabras claves: Cancer ovérico epitelial, gonadotropina, Receptor de Estrogenos 1
Acoplado a Proteinas G (GPER), Receptor de Estrogenos alfa (ERa), OVCAR-3.



ABSTRACT

ABSTRACT

Ovarian cancer takes place more frequently during post-menopause, stage in
which this disease is associated with higher concentrations of gonadotropins. Estrogen
replacement therapy during menopause has been associated with an increased ovarian
cancer risk, because estrogens are considered mitogenic factors. The biological action
of estrogen take place through their receptors: Estrogen Receptor-a (ERa), Estrogen
Receptor-f (ERB) and G protein-coupled Estrogen Receptor (GPER), which mediate
non-genomic signals in a variety of estrogen-dependent cancers. The overexpression of
GPER on epithelial ovarian cancer has been associated with cell proliferation, migration,
metastasis and decrease in survival of patients. Information about the regulation of
GPER in this type of cancer is insufficient and controversial. Aim: To analyze the effect
of the activation of both human Follicle-Stimulating Hormone Receptor (hFSHR) and
human Lutropin Receptor (hLHR) on the expression of GPER and ERaq, as well as on
cell proliferation in the ovarian cancer cell line OVCAR-3. Methods: The expression of
hFSHR, hLHR, ERa and GPER was confirmed by RT-PCR and western blot. The
functionality of the gonadotropins receptors was confirmed by quantitating cyclic AMP
after stimulating the cells. All assays were performed using increasing doses of
recombinant hormones (r-hFSH and r-hLH) at 24 and 48 hours, which did not cause any
cytotoxic effect. To assess gonadotropins had a role in regulating the expression of
GPER, the cell line OVCAR-3 was independently stimulated with r-hFSH and r-hLH, and
MRNA and protein were isolated. Cell proliferation was evaluated by means of the XTT
kit. Results: at 48 hours r-hFSH increased mRNA and protein levels of GPER whereas
at 48 hours r-hLH only the protein levels but not mRNA which in fact were decreased.
The expression of ERa and cell proliferation showed the same differential behavior with
both gonadotropins. Conclusion: Gonadotropins differentially regulate GPER and ERa
and directly influence cell proliferation in the OVCAR-3 cell line.

Keywords: epithelial ovarian cancer, gonadotropins, G Protein-Coupled Estrogen Receptor
1 (GPER), Estrogen Receptor Alpha (ERa),OVCAR-3.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. Ovario
1.1.1. Anatomia e Histologia del ovario

Los ovarios son dos 6rganos ovoides aplanados en forma de almendra, sélidos y
de color blanco-rosado, cada uno de los cuales mide de 2a3.5cmdelargoydel1alb
cm de ancho y 1 cm de espesor. Estan localizados adyacentes a la pared lateral de la
pelvis y se encuentran fijados a la superficie posterior del ligamento ancho del Utero a
través de un pliegue peritoneal llamado mesovario. El tamafio y localizacién varian de
acuerdo a la edad y etapa reproductiva en la que se encuentran las mujeres. Antes de
la pubertad la superficie del ovario es lisa pero durante la vida fértil adquiere cada vez
mayor cantidad de cicatrices y se torna irregular a causa de las ovulaciones
consecutivas. En la menopausia, los ovarios involucionan a un cuarto del tamafio

observado en el periodo feértil (1, 2).

Histol6gicamente en el ovario se localizan dos regiones diferentes, la corteza y la
médula, la médula o region medular, esté localizada en el centro del ovario y contiene el
tejido conjuntivo laxo, un conjunto de vasos sanguineos tortuosos de gran tamafio,
vasos linfaticos y nervios, la segunda es la corteza o region cortical, que rodea a la
médula. En el estroma de la corteza estan distribuidos los foliculos ovéricos de diversos
tamafios, cada uno con un solo oocito. La superficie del ovario esta recubierta por una
capa de epitelio simple cuboide, el cual recibe el nombre de epitelio superficial del
ovario y esta formado por células cuboides que en algunas partes son casi planas.
Debajo de este epitelio hay una capa de tejido conjuntivo colageno denso irregular, la
tinica albuginea, que lo separa de la corteza subyacente (3).

1.1.2. Funciones del ovario

Los ovarios tienen dos funciones interrelacionadas, la produccién de O6vulos

fertilizables (foliculogénesis) y la sintesis de hormonas para la reproduccion
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(esteroidogénesis). La foliculogénesis comienza cuando ningun foliculo ha madurado ni
abandonado la reserva ovéarica y culmina con la produccion de un solo foliculo
dominante durante cada ciclo menstrual (4, 5). La esteroidogénesis se refiere a la
produccion de esteroides sexuales principalmente la produccion de estrogenos, cuya

funcion es mantener el buen funcionamiento del sistema reproductor (6).

1.1.2.1. Gametogénesis

Al comienzo de la cuarta semana del desarrollo embrionario las células
primordiales germinales (PGC, primordial germ cell) migran del epitelio celomico a las
crestas gonadales. Cuando la diferenciaciébn sexual ocurre, las PGC contintdan
proliferando en el ovario embrionario y se convierten en ovogonias. En la semana veinte
de la gestacion hay alrededor de 7 millones de oogonias las cuales, entran a la profase
meiodtica, evento que marca el fin de la produccién de células germinales. Cerca de la
vigésima cuarta semana de gestacion, ahora las células germinales son llamadas
oocitos, las cuales han pasado por las primeras cuatro fases de la meiosis | y se
encuentran arrestadas en diploteno. Los oocitos se encuentran rodeados por una capa
de células epiteliales pregranulosas, formando asi los foliculos primordiales.

La disminucién de las reservas ovaricas ocurre durante la vida fetal. Durante la
vigésima cuarta semana de gestacién el nimero de oocitos disminuye drasticamente,
de tal forma que cada ovario tiene en entre 250,000-500,000 foliculos arrestados en
diploteno. (7)

Durante la pubertad grupos pequefios de foliculos primordiales experimentan un
crecimiento y una maduracion de tipo ciclico. En general la primera ovulacién no ocurre
hasta después de pasado un afio de la menarca. Luego se establece un patrén ciclico
de maduracién folicular y ovulacion que continua en paralelo con el ciclo menstrual. Lo
normal es que un solo oocito alcance la madurez completa y sea liberado del ovario
durante cada ciclo menstrual. Los foliculos ovéricos estan formados por un oocito y la
capa de epitelio circundante y desde el punto de vista histol6gico se puede identificar de
acuerdo con su estado de desarrollo:
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Foliculos primordiales (etapa inicial del desarrollo folicular). Son los mas
predominantes en el ovario. El oocito se encuentra rodeado por una sola capa de
células foliculares planas. La superficie externa de estas células esta separada del

tejido conjuntivo por una lamina basal.

Foliculos Primarios (primera etapa en el desarrollo del foliculo en crecimiento).
El oocito aumenta de tamafo y las células foliculares aplanadas proliferan, se tornan
cubicas y luego cilindricas. Las células foliculares adquieren un aspecto granular y
ahora son llamadas células de la granulosa, que proliferan por division mitética dando
origen a la formacion de un epitelio estratificado que rodea al oocito. Conforme las
células de la granulosa proliferan, las células estromales perifoliculares forman una
vaina de células conjuntivas, conocida como teca folicular, justo por fuera de la lamina

basal. La teca folicular se diferencia en dos capas, interna y externa.

La teca interna es la capa de células secretoras muy vascularizadas
completamente diferenciadas, las cuales poseen una gran cantidad de receptores de
hormona luteinizante (LH). En respuesta a la estimulaciéon por la LH sintetizan y
secretan los andrégenos que son los precursores de los estrogenos.

La teca externa es la capa mas superficial de células del tejido conjuntivo,
contiene células musculares lisas, fibroblastos y haces de fibras colagenas.

Foliculos secundarios. (Se caracterizan por tener un antro lleno de liquido).
Existen varios factores que son necesarios para el crecimiento oocitico y folicular dentro
de los cuales se encuentra la hormona foliculo estimulante (FSH), factores de
crecimiento etc. Cuando el foliculo alcanza un tamafio de unos 200 um, entre las capas
de la granulosa empiezan a aparecer, pequefias zonas irregulares llenas de liquido
folicular (rico en &cido hialdronico), las cuales se fusionan y forman una cavidad Unica
en forma de semiluna llamada antro, conformando asi el foliculo secundario o foliculo

antral.
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Foliculo maduro o de Graff (contiene el oocito secundario maduro) tiene un
tamafio de 10mm o mas, las células de la teca interna adquieren las caracteristicas
ultraestructurales de células productoras de esteroides. La LH estimula las células de la
teca interna para que secreten andrdgenos, que sirven como precursores de los
estrogenos. En respuesta a la FSH las células de la granulosa catalizan la conversion
de los androgenos en estrégenos que a su vez, las estimulan para que proliferen y
aumente el tamafio del foliculo. Una combinacion de cambios hormonales y efectos
enzimaticos produce la liberacion del oocito secundario en la mitad del ciclo menstrual
(ovulacion). Después de la ovulacion comienza la fase IUtea, fase que termina hasta el

primer dia del ciclo siguiente (8).

1.1.2.2. Funcién enddécrina

En cuanto a la funcién endécrina, los ovarios secretan dos grupos principales de
hormonas esteroideas; los estrogenos y los progestagenos. La funcién de los
estrogenos, ademas de los multiples efectos sistémicos, es ejercer una gran variedad
de acciones criticas en el ovario. Tanto las células de la granulosa como de la teca son
sitios de accion de los estrogenos. Los estrogenos regulan varias hormonas
hipofisiarias e hipotalamicas las cuales a su vez controlan las funciones ovaricas,
promueven el desarrollo folicular el cual culmina en la ovulacion, incrementan la
expresion de receptores para gonadotropinas e incrementan las uniones tipo Gap en las
células de la granulosa, e inhiben la apoptosis de las células de granulosa (9). Es
importante mencionar la accion de los androgenos en el desarrollo folicular, ya que son
los precursores de los estrégenos y ejercen una variedad de efectos mediados por
receptores en las células de la granulosa. Los andrégenos poseen la capacidad de
promover la actividad de la aromatasa estimulada por las gonadotropinas (10).

1.2. CANCER DE OVARIO
1.2.1. Epidemiologia del cancer de ovario

El cancer de ovario representa un importante problema de salud en México y
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en el mundo. En el mundo se diagnostican 238,700 nuevos casos, de los cuales
151,900 mujeres mueren por afio, ocupando asi el quinto lugar en mortalidad a nivel
mundial (11). Los paises que tienen una mayor frecuencia son los europeos, Estados
Unidos de América (EUA) y Canada; seguidos por México, Colombia, Uruguay y
Australia. En EUA, la sociedad Americana de Cancer estimé que para el afio 2013 se
diagnosticarian cerca de 22,240 nuevos casos, con 14,030 defunciones, posicionando
a este pais con respecto al cancer de ovario en el noveno lugar en frecuencia y la
principal causa de muerte con respecto a los tumores malignos del aparato
reproductivo (12). En México el cancer de ovario ha mostrado un comportamiento
sostenido con un incremento anual de 1.4% hasta el 2011 (13). Representa el 4.5% de
las neoplasias ginecolégicas posicionandolo como la novena causa de muerte con
respecto a los tumores malignos en la mujer y la tercera causa de muerte por tumores
malignos ginecolégicos. El céancer epitelial ovarico representa el 80-90% de los
tumores ovaricos malignos, de los cuales del 5 a 10% se encuentran dentro de los
sindromes hereditarios. Se ha determinado que existen al menos dos grupos de
mujeres con una predisposicion genética para desarrollar cancer de ovario. La
mayoria son mujeres que pertenecen a familias con casos de cancer de ovario y de
mama que presentan mutaciones en los genes supresores de tumores BRCA 1 y
BRCA 2 (14). La sobrevida a 5 afios en mujeres con cancer de ovario oscila entre el
20 y 30%. Algunos factores de riesgo que se presentan en el cancer de ovario son;
edad mayor a 60 afios, menarca temprana, menopausia tardia, nuliparidad,
infertilidad, entre otros; por el contrario, el uso de anticonceptivos orales, el embarazo
y la lactancia son factores que reducen el riesgo de desarrollar este tipo de cancer
(15, 16).

El cancer de ovario se diagnostica generalmente en etapas avanzadas
después de que la neoplasia se ha diseminado, debido principalmente a la falta de
sintomas especificos en etapas tempranas, como la falta de un método de deteccion
especifico. La ubicacién anatomica de los ovarios no permite sospechar de la
presencia de la enfermedad en etapas tempranas, los sintomas mas comiunmente
referidos en etapas avanzadas son: malestar y distension abdominal (mas comunes),

seguidos de sangrado vaginal, sintomas gastrointestinales y urinarios.
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1.2.2. Estadificaciéon del cancer de ovario

Para la clasificacion por etapas (estadios) de la enfermedad, el sistema que mas
se utiliza es el propuesto por la Federacién Internacional de Ginecologia y Obstetricia
(FIGO), la cual se basa en los hallazgos quirtrgico-patoldgicos y en la extension de la
enfermedad, clasificandose en estadios I, II, lll y IV (Tabla 1).

1.2.3. Clasificacion histopatolégica del cancer de ovario

La clasificacion histogenética de los tumores ovaricos consta de tres grandes
categorias de acuerdo con las estructuras anatémicas en las cuales los tumores
presumiblemente se originaron; a) Tumores del epitelio superficial, b) Tumores de
células germinales y c) Tumores del estroma ovarico que incluye a los cordones
sexuales (Figura 1) (17). Cada categoria incluye un nimero de subtipos y existe la
combinacién de subtipos los cuales son poco frecuentes y se conocen como tumores
mixtos (18, 19). Las células tumorales pueden presentar diferente grado de
diferenciacion y en base a eso se clasifican en 4 grados: Grado | (bien diferenciado),
Grado Il (moderadamente diferenciado), Grado Ill (pobremente diferenciado), Grado 1V
(indiferenciado). En el caso de que estén involucradas estructuras glandulares y
papilares relativas al area de crecimiento del tumor sélido se puede clasificar en 3
grados; Grado 1 corresponde a <5%, Grado 2 del 5-50% y Grado 3 >50% (20).

www.sgo.org/wp-content/uploads/2012/09/FIGO-Ovarian-Cancer-Staging_1.10.14.pd



INTRODUCCION

Tabla 1. Estadificacion del cancer de ovario de acuerdo a la FIGO (2014) www.sgo.org

ESTADIO

DESCRIPCION

Estadio |: Tumor limitado a los ovarios

Tumor limitado a un ovario

Céapsula intacta

No hay tumores en la superficie ovarica

Sin células malignas en lavados peritoneales

Tumor limitado a ambos ovarios

Céapsula intacta

No hay tumores en la superficie ovarica

Sin células malignas en ascitis y lavados peritoneales

Tumor en uno 0 ambos ovarios:
IC1 Derrame quirdrgico
IC2 Ruptura de la capsula antes de la cirugia o tumor en la superficie ovarica
IC3 Células malignas en ascitis o lavados peritoneales

A

1B

Estadio Il: Tumor en uno o ambos ovarios con extension pélvica
0 cancer peritoneal primario

Extension y/o implantes en el Gtero y/o trompas de falopio
Sin células malignas en ascitis y lavados peritoneales

Extensidn a otros érganos pélvicos

A

1B

lnc

Estadio lll: Tumor en uno o ambos ovarios, con implantes peritoneales fuera de la pelvis
y/o metastasis en los nddulos linfaticos retroperitoneales

Positivo en nddulos linfaticos retroperitoneales y/o metastasis microscopica fuera de la pelvis
IIIA1Positivo solo en nédulos linfaticos retroperitoneales
AL (i) Metéastasis < 10 mm
IIAL(ii) Metastasis > 10 mm
11IA2 Microscopico fuera de la pelvis (arriba del borde) afectando el peritoneo + positivo a
nddulos linfaticos retroperitoneales.

Metastasis peritoneal macroscdépica fuera de la pelvis £ 2 cm + positivo a nodulos linfaticos
retroperitoneales. Incluye extensién a la capsula de higado/bazo.

Metastasis peritoneal macroscopica fuera de la pelvis > 2 cm % positivo a nodulos linfaticos
retroperitoneales. Incluye extensién a la capsula de higado/bazo

IVA

IVB

Estadio IV: Metastasis distante excluyendo metastasis peritoneal
Efusion pleural con citologia positiva
Metastasis en el parénquima del higado y/o bazo

Metastasis en 6rganos extra-abdominales (nddulos linfaticos inguinales y nddulos linfaticos fuera
de cavidad abdominal)
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= Tumor primario
no ovarico
ORIGEN CELULAS DEL EPITELIO SUPERFICIAL CELULAS CORDONES METASTASIS A
(tumores del epitelio de GERMINALES SEXUALES-ESTROMA OVARIOS
superficie/estroma)
Frecuencia global 65-70% 15-20% 5-10% 5%
Proporcion de 90% 3-5% 2-3% 5%
tumores ovaricos malignos
Grupo de edad afectado +20 afos 0-25 + afnos Todas las edades Variable
Tipos - Tumor seroso - Teratoma - Fibroma
Tumor mucinoso - Disgerminoma - Tumor de células
Tumor endometrioide - Tumor del seno de la granulosa-teca
Tumor de células claras endodérmico - Tumor de células de
Tumor de Brenner - Coriocarcinoma Sertoli-Leydig

Cistoadenofibroma

Figura 1. Derivacién de varias neoplasias ovaricas y algunos datos sobre su frecuencia y
distribucién por edad. Tomado de Kumar y cols (21).

1.2.3.1. Tumores epiteliales ovaricos

De acuerdo a su nivel proliferativo e invasivo se clasifican en benignos, limitrofes y
malignos. Los tumores benignos presentan proliferacion celular escasa y un
comportamiento no invasivo, los limitrofes tienen un bajo potencial de malignidad ya
gue la proliferacién celular es abundante pero sin tener comportamiento invasivo y por
ultimo se clasifican como malignos cuando hay abundante proliferacion e invasion. La
mayoria de los tumores ovaricos malignos son de tipo epitelial y representan
aproximadamente el 60% de todos los tumores ovaricos y aproximadamente el 90% de
los tumores malignos de ovario, este tipo de tumores puede ser agrupados con base en
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 (mas comunes),
mucinosos, endometroides y los menos comunes; células claras, transicionales o de
Brenner, indiferenciados y mixtos (18, 19). Este tipo de tumores epiteliales se presentan
principalmente en mujeres de edad media a avanzada y son raros en mujeres jovenes

particularmente antes de la pubertad.

10
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« Tumores serosos: formados por células que se asemejan a las del revestimiento
interno de las trompas de Falopio. Los tumores serosos malignos constituyen un
tercio de todos los tumores serosos de ovario y aproximadamente la mitad de

todas las neoplasias malignas de ovario.

¢ Tumores mucinosos: formado por células que se asemejan a las del epitelio
endocervical (Tipo endocervical o milleriano) o, mas frecuentemente a las del

epitelio intestinal (Tipo intestinal).

¢« Tumores endometroides: formado por células que se asemejan a las del
revestimiento interno del Utero (endometrio). Pueden estar asociados con la
presencia aberrante de endometrio fuera del Utero (endometriosis) y con

crecimiento excesivo (hiperplasia) o cancer de endometrio.

e« Tumores de células clara: formados por células claras las cuales contienen

abundante glicégeno en el citoplasma.

e Tumores de células transicionales o de Brenner: Son adenofibromas
infrecuentes en los que el componente epitelial consiste en nidos de células

transicionales similares a las que revisten la vejiga.

1.2.3.2. Tumores de células germinales

Son tumores ovaricos formados por células que se cree que son derivadas de
células germinales primordiales. Estos tumores representan una cuarta parte de todos
los tumores ovaricos pero soélo del 3-7% son malignos. Mas de la mitad de todas las
neoplasias que se desarrollan en nifias y adolescentes son de origen germinal. Dentro
de los tumores de células germinales se encuentran los siguientes subtipos:
disgerminomas, tumores del saco vitelino, carcinoma embrional, coriocarcinomas y

teratomas.

1.2.3.3. Tumores de los cordones sexuales

Son tumores ovaricos que se cree que se originan de las células de la teca,

11
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células del estroma, células de la granulosa y sus homologos de los cordones sexuales
testiculares, las células de Sertoli y Leydig. Estos tumores frecuentemente estan
asociados con manifestaciones endocrinas. Representan aproximadamente el 8% de
los tumores ovaricos y aproximadamente el 7% de estos son malignos. Dentro de los
tumores de cordones sexuales se encuentran los siguientes subtipos: tumores de las
células de la granulosa, tecomas, fibromas, tumores de células de Sertoli, tumores de

células de Sertoli-Leydig y tumores de células esteroideas.

Recientes estudios morfoldgicos, inmunohistoquimicos y genético moleculares han
llevado a desarrollar un nuevo paradigma de la patogénesis y origen del cancer epitelial
ovarico. El paradigma esta basado en un modelo “dualista” de carcinogénesis que
divide el cancer epitelial de ovario (EOC) en 2 grandes categorias, designadas Tipo | y
Tipo Il. Los tumores Tipo | (confinados al ovario), son diagnosticados en estadio |
generalmente, se desarrollan de tumores limitrofes y de endometriosis, este grupo esta
compuesto de carcinomas de bajo grado de tipo seroso y endometroide, carcinomas de
células claras, mucinosos y transicionales (Brenner). Tienen un comportamiento poco
activo y poco agresivo, son genéticamente estables carecen de mutaciones en el gen
TP53 y cada tipo histoldgico exhibe un perfil genético molecular distintivo (22). El Tipo |
se caracteriza por presentar mutaciones especificas en los genes KRAS, BRAF,
ERBB2, CTNNB1, PTEN, PIK3CA, ARID1A Y PPP2RIA (23). Este tipo de tumores se
detectan facilmente examinacion pélvica y/o ultrasonido transvaginal, constituyen solo
el 25% de los canceres de ovario y representan aproximadamente el 10% de las
muertes causadas por esta neoplasias. En contraste, el grupo designado como Tipo II,
incluye carcinomas intraepiteliales de las trompas de falopio los cuales, son altamente
agresivos, e inestables genéticamente, presentan mutaciones en TP53 en el 80% de los
casos y tienen alteraciones moleculares en el gen BRCA ya sea por mutacion del
mismo o por metilacion de su promotor; se desarrollan rapidamente y casi siempre se
detectan es estadios avanzados (Il o IV), este tipo de tumores incluyen el carcinoma
seroso de alto grado, el carcinoma no diferenciado y los tumores mesodérmicos mixtos
(carsinosarcoma). Representan aproximadamente el 75% de los canceres de ovario y
son responsables de aproximadamente el 90% de las muertes por esta enfermedad
(22, 23).

12
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1.3. TRANSFORMACION DEL EPITELIO SUPERFICIAL OVARICO (OSE)

Se ha planteado que la mayoria de los canceres epiteliales de ovario se originan
de la transformacién de las células epiteliales de la superficie del ovario, (OSE por sus
siglas en inglés, Ovarian Surface Epithelium). El OSE esta formado por una monocapa
de células inmediatas a la tlnica albuginea de la cual se separan por su lamina basal.
Esta monocapa celular rodea al ovario y esta en continuidad con el mesotelio
peritoneal, con el cual comparte un origen embriolégico comun. Su desarrollo ocurre
durante eventos tempranos de la embriogénesis y se deriva del epitelio celémico que
recubre a las crestas gonadales (24, 25). Las células del OSE tienen una morfologia
gue varia de un epitelio cubico a un epitelio escamoso, presenta microvellosidades y
cilios, cuentan con la presencia de desmosomas y uniones estrechas incompletas, asi
como la expresién de integrinas y cadherinas las cuales mantienen su organizacion en
monocapa (26). El OSE tiene la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos celulares
en respuesta a sefalizaciones ambientales, expresa proteinas tipicas de células
epiteliales y marcadores de células mesoteliales y mesénquimales y de células
pluripotenciales. El conjunto de estas propiedades, le confieren al OSE la plasticidad 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 (24, 27). Existen tres teorias inter-relacionadas que tratan
de explicar la etiologia del cancer epitelial de ovario espontaneo, en donde no existe el
componente hereditario, y abordan la transformacion del OSE (Figura 2).

1.3.1. Teoriade la ovulacién incesante

Esta teoria postula que la ovulacién ininterrumpida o incesante puede predisponer
a ciertas mujeres a la transformacién maligna de las células epiteliales de la superficie
del ovario (28). El dafio constante en el epitelio ovarico durante la ovulacion y la

proliferacion subsecuente para la reparacion pos-ovulatoria del mismo, incrementan la
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posibilidad de que ocurran mutaciones genémicas durante la replicaciéon, generando la
malignidad del OSE. Por mencionar algunas de estas alteraciones puede ocurrir que las
células destinadas a sustituir las células perdidas o de reparacion estén alteradas
genéticamente con DNA no reparado, tener reaccion positiva a Ki-Si indicando actividad
mitotica o bien alteracion en los genes supresores de tumor y oncogenes implicados en
cancer de ovario, asi como una expresion de p53 menor en los quistes de inclusion que
en las células epiteliales de superficie y sobre-expresién de c-myc en los quistes de
inclusién). Los cambios mutagénicos también pueden facilitarse por la presencia de
hormonas, mediadores inflamatorios y/o factores de crecimiento involucrados en el

proceso ovulatorio fisiolégicamente controlado (29).

1.3.2. Teoriade lainflamacién

La tercer teoria sugiere que los procesos inflamatorios y los cambios en el
potencial de éxido-reduccion en el lugar donde se lleva a cabo la ovulacion y reparacion
del OSE pueden ocasionar la transformacién de las células y aumentar el riesgo de
EOC el cual, podria aumentar si se asocia con la exposicibn a talco o asbesto,

endometriosis, enfermedad
G, , . Ll
o CONY inflamatoria pélvica y paperas
(30).
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continuo de estimulacién hormonal y de citocinas hasta llegar a ser ciliadas (células verdes) o secretoras (células
naranja). Eventualmente, esas células acumulan aberraciones genéticas. Los tabulos rete ovarii de el hilio del ovario,
pueden sufrir la transicion Mesotelio a OSE (M-E) y también contener células ciliadas y secretoras que pueden crecer
para formar quistes. La razon por la cual las células en ambos tipos de quiste pueden llegar a ser cancerosas es aln
desconocida. El papel propuesto para las células ovaricas madre o progenitoras (células purpura) en la
carcinogénesis epitelial de ovario alin no es claro. Tomado de Hennessy y cols (30)
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1.3.3. Teoria de las gonadotropinas

Esta teoria postula que la exposicion de las células epiteliales de superficie a altos
niveles circulantes de gonadotropinas hipofisiarias incrementa la posibilidad de
malignizacién. Aunque los datos epidemiol6gicos no son del todo determinantes para
apoyar esta teoria existe evidencia epidemioldgica indirecta. En primer lugar la edad
media para desarrollar cancer epitelial ovarico (EOC por sus siglas en inglés) es de 60
afos y aproximadamente el 70% de las pacientes con esta enfermedad son mujeres
post-menopausicas. Los niveles circulantes de gonadotropinas alcanzan sus picos
maximos en la perimenopausia y permanecen elevados durante la edad
postmenopdusica, la estimulacion continua al epitelio superficial de ovario, da como
resultado la acumulacion de cambios genéticos y el desarrollo de carcinogénesis.
Ademas en humanos se ha encontrado la expresién de los receptores de las
gonadotropinas en células de superficie ovérica (31, 32) y en una gran proporcion de
canceres epiteliales de ovario. Por otro lado, durante la gestaciéon y la administracion de
anticonceptivos orales, situaciones donde estadn suprimidos los niveles circulantes de
gonadotropinas, existe una reduccién en el desarrollo de cancer de ovario. Los
mecanismos por los cuales las gonadotropinas pueden contribuir a la carcinogénesis
son todavia desconocidos (26). El tratamiento con terapia de reemplazo con estrégenos
por tiempo prolongado es un factor de riesgo para desarrollar EOC, mujeres que toman
antiestrégenos para estimular la ovulacibn aumenta el riesgo de EOC por un
mecanismo de retroalimentacion positivo que incrementa la producciéon local de
estrogenos, las mujeres que toman anticonceptivos orales tienen bajo riesgo de
desarrollar EOC posiblemente como resultado de un mecanismo de retroalimentacion
negativa que suprime la produccién local de estrogenos a través de las gonadotropinas.
Las células epiteliales de superficie ovarica normal expresan receptores de estrégenos,
progesterona y andrégenos (33). En conclusibn ambas gonadotropinas y las hormonas
esteroides del eje hipotdlamo-hipodfisis-ovario pueden estar implicados en la

carcinogénesis ovarica.
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1.4. GONADOTROPINAS

La hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH)
desempefian un papel esencial regulando la funciéon gonadal tanto en humanos como
en otras especies animales (34, 35). Las células de la granulosa en el ovario y las
células de Sertoli en el testiculo son las células blanco para la accién de la FSH siendo
predominantemente estos dos tipos celulares los que expresan de manera natural este
receptor (36, 37). Las células blanco para la LH son las células de Leydig en el testiculo
y diversos tipos celulares en el ovario, en los que la LH regula las concentraciones
locales y sistémicas de los esteroides sexuales (38). En el ovario, la FSH es el principal
factor que promueve el crecimiento y desarrollo del foliculo, una de sus funciones es
estimular el proceso de aromatizacion, en el cual los andrégenos son transformados en
estrogenos en las células de la granulosa (39). Ademas, la FSH también participa en la
prevencion de la atresia folicular y estimula la sintesis de diversos factores no-
esteroidogénicos, promueve la division celular, la estimulacion de la proliferacion celular
y la induccion de la sintesis de receptores tanto para LH como FSH en células de la
granulosa (40-42).

1.4.1. Receptores de gonadotropinas

La FSH y la LH, son glicoproteinas hipofisiarias estructuralmente similares,
formadas por dos subunidades denominadas subunidad o. y subunidad f unidas entre si
por fuerzas no covalentes. La subunidad o es idéntica entre estas glicoproteinas y esta
conformada siempre por la misma secuencia de aminoacidos para una misma especie
(35, 44), mientras que la B es Unica para cada una de ellas y les confiere su
especificidad biologica. Los receptores de gonadotropinas pertenecen a una subfamilia
de la gran familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), especificamente a la
subfamilia “A” de receptores tipo rodopsina/f adrenérgico (45-47). El receptor FSHR
une a FSH especificamente, mientras que el LHR une a dos hormonas glicoprotéicas; la
LH y la gonadotropina coriénica (CG). Los receptores humanos (h) de la LH (hLHR) y de

la FSH (hFSHR) consisten de una cadena Unica de aminoacidos que posee un gran
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dominio amino terminal extracelular, siete regiones transmembranales conectadas entre
si por asas intra y extracelulares y un dominio carboxilo terminal intracelular. Ambos
receptores se encuentran localizados en la superficie celular, son glicoproteinas que
en su forma madura presentan un peso molecular de 80-82 kDa (hFSHR) (48) y 85-95
kDa (hLHR) (49) y provienen de la maduracion de sus respectivas glicoproteinas
precursoras de 62 kDa para hFSHR (48) y 68-73 kDa para hLHR (50) que se
encuentran localizadas en el reticulo endoplasmico. La unién de FSH a su receptor
puede activar diferentes vias de sefializacién, en la via clasica el hFSHR causa la
activacion de las proteinas heterotriméricas Gs, La subunidad a de Gs se une a GTP y
se disocia. Este complejo activa a la adenilato ciclasa (AC), lo que conduce a la
sintesis de AMPc, éste activa a la cinasa A de proteinas (PKA) y provoca la
fosforilacion de CREB (cAMP regulatory element binding protein) con la consecuente
activaciéon de la transcripcion (37). Estudios recientes han demostrado que la
transduccion de sefiales mediada por el sistema FSH/FSHR involucra otras cascadas
de sefializacién que incluyen las vias RAF/MEK1,2/ERK1,2; PKA/MEK3,6/p38MAPK;
AMPc-GEF/PI3K/PDK/PKB-SGK y AMPc/Ca?*, asi como la activacién de genes
principalmente regulados por estrogenos (51-53). La activacion de estas diferentes

cascadas de sefalizacion es dependiente del contexto celular.

Para el receptor de hLHR se han descrito dos vias de sefializacion dependientes
de proteinas G, Adenilato Ciclasa (AC) y fosfolipasa C (54, 55). En la actualidad ha
sido bien documentado el papel del AMPc como mediador de las acciones de LH/GC
en la esteroidogénesis, sin embargo existe poca informacion disponible sobre las
acciones de LH/GC que pueden ser mediadas por la activacion de la PLC. Debido a
gue la activacion de la PLC requiere altas concentraciones de LH/GC se ha propuesto
gue esta via es solo activada en mujeres durante la fase preovulatoria del ciclo
menstrual y durante el embarazo (54). Por ultimo ha sido demostrado que las vias de
las MAPK cinasas se activan en células que expresan el receptor para LH de manera
enddgena o en células transfectadas con el receptor (56, 57).
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1.4.2. Receptores de gonadotropinas en el cancer de ovario

La teoria de las gonadotropinas descrita anteriormente, sugiere que los altos
niveles de LH y FSH pueden tener un efecto estimulatorio sobre el OSE promoviendo la
transformacion neoplasica. Este ambiente hipergonadotropico se presenta en la
mayoria de las mujeres con EOC 6 en mujeres que han recibido tratamiento para
inducir la ovulacién (58, 59). Durante la menopausia, cuando la funcién del ovario cesa,
se da un aumento notable en los niveles de gonadotropinas que se mantienen elevados
en mujeres posmenopausicas (60), como resultado de la falta de retroalimentacion
negativa de los esteroides ovaricos. En un promedio de 2 6 3 afios después de la
menopausia los niveles de gonadotropinas se incrementan aproximadamente de 10 a
20 veces (50-100muUl/ml) los de FSH y de 3 a 4 veces (20-50mUl/ml) los de LH en
relacion a los niveles presentes en edad reproductiva. Por otro lado, el uso de terapia
de reemplazo con estrégenos 0 su combinacion con progesterona durante la
menopausia se ha asociado con un aumento en el riesgo del cancer de ovario (61, 62).
Esto parece ser contradictorio con la hipétesis de las gonadotropinas, debido a que los
estrégenos y la progesterona disminuyen los niveles de LH y FSH, sin embargo cabe
sefialar que los estr6genos son un factor mitogénico y estimulan el crecimiento de
células de céancer de ovario in vitro (63). De tal forma que la teoria de las
gonadotropinas por si sola no puede conciliar todos los datos epidemioldgicos en la
investigacion de la etiologia o la progresion del cancer. Pero existe evidencia
epidemioldgica de que las gonadotropinas estan al menos parcialmente involucradas en
la tumorogénesis o progresion del cancer. Asimismo, en el cancer ovarico epitelial se ha
demostrado que la expresion del RNAm y de la proteina para receptores de
gonadotropinas se identifican en las células epiteliales superficiales de ovario (OSE)
normales y en células de cancer epitelial ovarico (EOC) asi como en las fimbrias (64-
66) y su expresion disminuye conforme incrementa el grado del tumor (67, 68), lo cual
sugiere que se debe a una regulacion a la baja de los receptores, inducida por su
ligando en respuesta a una exposicion prolongada de los mismos (69, 70). Un estudio
reciente muestra que los pacientes con EOC que expresan el hFSHR pero no el hLHR
tienen un peor pronostico de sobrevida, mientras que los pacientes cuyos tumores

expresan el hLHR pero no el de hFSHR tienen una mejor supervivencia en general (71),
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por lo que se plantea que los diferentes receptores pueden influir en la progresion del

tumor del ovario de manera diferente.

Para investigar el papel de los receptores para gonadotropinas en la progresion
tumoral, se han analizado los efectos de la sobre-expresion del hFSHR en diferentes
tipos celulares; células epiteliales inmortalizadas (OSE) o tumores epiteliales ovaricos
benignos y en una linea celular de cancer de ovario en estadios avanzados SKOV-3. En
esos estudios muestran que existe un incremento en la expresion de varios oncogenes
incluyendo, EGFR, v-erb-b2, ERBB2, c-Myc. Adicionalmente, las células de EOC que
expresan el receptor para FSH, muestran una alta capacidad invasiva. Estos resultados
sugieren que el hFSHR activa vias oncogénicas y facilita el fenotipo invasivo y
proliferativo, incluso en ausencia de FSH (72, 73). En contraste la sobre-expresion de
hLHR en células de cancer de ovario SKOV-3, incrementa la expresion de ERBB2, la
cual se incrementa aun mas por la adicion de LH, sin embargo, la proliferacion y
motilidad de esas células altamente invasivas se redujo, por lo que se plantea que la
regulacion a la alta de ERBB2 por LH, es un estimulo insuficiente de crecimiento e

invasion en esas células (74).

1.4.3. Sefalizacion de las gonadotropinas en el cancer de ovario

Son diferentes vias de sefializacion las que han sido implicadas en la proliferacion,
invasion y en la expresion de genes y proteinas inducidas por LH y FSH, en células
OSE, asi como en células de cancer de ovario (Figura 3). Esta bien establecido que el
AMPc es un segundo mensajero en la sefializacién mediada por el receptor de LH en
células normales y en algunas células OSE malignas; 1) AMPc/PKA promueve la
fosforilacién de proteinas involucradas en la esteroidogénesis. El efecto anti-apoptético
de LH se ha relacionado con esta via, indicando que la activaciéon de AMPc por LH lleva
a la sobrevivencia de las células de cancer de ovario, asimismo las gonadotropinas
regulan a la baja a la N-cadherina en células OSE por la misma via. Sin embargo, en
células OSE inmortalizadas las gonadotropinas regulan la expresion de EGFR por la
via AMPC/EPAC, la cual no es a través de PKA 2) La sefializacion de la PKC puede
ser inducida por proteinas G acopladas a fosfolipasa C (PLC). Existe evidencia de que
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ambos LHR y FSHR pueden acoplarse a la AC y PLC activando PKA y PKC. La PKCd
es la principal isoenzima que media la sefializacion inducida por LH y FSH resultando
en un incremento en la proliferacién y migracion en las lineas celulares OV207 y
OVCAR-3 (75). 3) MAPKs (ERKs, p38, y INKs/SAPKS) cinasas de proteinas activadas
por mitdbgenos, dando como respuesta celular la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis. Dos tipos de receptores pueden activar la cascada de las MAPKS;
receptores de tirosina cinasa (76) y GPCRs (77). La FSH activa la cascada de las
MAPKSs en células normales, OSE inmortalizadas asi como en células de cancer de
ovario OVCAR-3 (78). La nula produccién de AMPc después del estimulo con FSH en
las OSE inmortalizadas sugirié6 que la PKA no esta involucrada en la sefializacion de
las MAPKSs inducida por FSH en estas células (78). Hecho que fue confirmado por la
detecciéon de calcio como segundo mensajero en las células EOC cuando se
estimularon con LH y FSH llevando a la activacion de ERK1/2 independientemente de
AMPc (75). La via de ERK1/2 también esté involucrada en la expresion de survivina
inducida por LH. Dentro del contexto del cancer de ovario el estimulo con FSH y LH
activan de manera predominante la via de ERK1/2 y hacen de esta via un blanco
atractivo de estudio. 4) Se ha demostrado que esta via PI3K/AKT esta involucrada en
el proceso de la invasién estimulada por gonadotropinas en células de cancer de
ovario y ambas gonadotropinas pueden promover la fosforilacion de AKT (79). La FSH
regula a la alta la expresiéon de VEGF y de survivina en células de cancer de ovario.
Asimismo, la LH también regula a la alta VEGF via PISK/AKT/mTOR, la cual puede
inhibirse por metformina (80). Todas estas evidencias han permitido sugerir que las
gonadotropinas pueden participar en la tumorogénesis ademas ambas hormonas
pueden contribuir a incrementar la sefalizacion de AKT facilitando asi el

comportamiento oncogénico.

La motilidad de las células cancerosas es un requisito para la metastasis.
Las enzimas claves involucradas en la invasion incluyen a las MMPs, dentro de
estas la MMP-2, se considera como uno de los factores clave para la iniciacion de
este proceso (81). Recientemente se ha descrito que las gonadotropinas activan
la protedlisis en lineas celulares de cancer de ovario y pueden asi contribuir a la

invasion y metastasis incrementando la expresiéon de MMP-2 y MMP-9 via PKA y
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PIBK (79). Ademéas en las células de céncer de ovario, la migracion esta
incrementada con el tratamiento de LH y FSH via PKC3/MAPK, ciclo-oxigenasa y
Notch 1. Estos resultados sugieren que las gonadotropinas en células de cancer de
ovario, activan mdltiples vias que inducen la migracion y pueden incrementar la
extension de la metastasis, ademas regulan la expresién de genes relacionados con

la oncogénesis.
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Figura 3. Sefializacién de gonadotropinas en el cancer de ovario.
Tomado de Mertens-Walker, 2012 (82).

1.5. ESTROGENOS

El estradiol [17B-estradiol (E2)] es un esteroide sexual que juega un papel
importante en la funcién reproductiva, en el desarrollo y crecimiento de las glandulas
mamarias durante la pubertad, en el embarazo y lactancia asi como en la proliferacion
celular tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas (83). En el ovario el E; se
produce principalmente en las células de la granulosa de los foliculos ovaricos en
respuesta a las acciones combinadas de la FSH y la LH (41).
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1.5.1. Receptores de estrogenos clasicos

Los efectos inducidos por los estrogenos estan mediados principalmente por dos
tipos de receptores nucleares, los receptores de estrogenos (ER por sus siglas en
inglés Estrogen Receptor) alfa y beta (ERa 595 aa; PM 66-70 kDa y ERB 530 aa; PM
53-59 kDa), los cuales actian como factores de transcripcién activados por el ligando
(84). Estructuralmente, los receptores de estrégenos a y B contienen en las regiones
amino y carboxilo terminal las funciones de activacion transcripcional denominadas
AF-1 (no dependiente del ligando) y AF-2 (dependiente del ligando), comparten una
alta homologia estructural (96%) en su dominio de union al DNA (DBD), responsable
de la unién de los ERs a los ERE; la region bisagra (D), separa al DBD del dominio de
union al ligando (LBD) (85) Figura 4.

Proteinas ERa y ERB Figura 4. Estructura de los dos subtipos de ERs,
el porcentaje de homologia en la secuencia de
ER(X aa 180 263 302 552 595 . o | d bt tr
N = ¢ T ] £ [F]-C amlnpamdos entre los dos subtipos se muestra
AF-1 DBD LBD /AF-2 debajo del ERB, Tomado de Fox, (85).

Dimerizacion

aal 148 214 248 530

ERB

N[AB ] ¢ [ D | E/F |-¢

30% 96% 30% 54%

Una vez que el E; se une con su receptor se desencadena una sucesion de
cambios bioquimicos y estructurales en la molécula del receptor, incluyendo
transiciones conformacionales provocadas por fosforilacién en residuos de serina
especificos, asi como su homo 6 heterodimerizacién. El receptor activo se transloca al
nacleo celular e interacciona con secuencias especificas del DNA, localizadas en las
regiones de los promotores de genes blanco de la accion de los estrégenos,
conocidas como elementos de respuesta a estrégenos (ERE), reclutandose entonces
factores reguladores de la transcripcion que se expresan dependiendo del contexto
celular y la regulan de manera positiva (co-activadores) o negativa (co-represores)
(86). Las vias activadas por los ER incluyen el incremento de calcio intracelular (87),
estimulacion de la AC y transcripcion génica regulada por AMPc (88) y la activacion de
algunas proteinas cinasas activadas por mitégenos (89). Dentro de los efectos
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estrogénicos mediados por estos receptores nucleares, se encuentran los efectos
mitogénicos mediados por una variedad de genes involucrados en la proliferacion
celular y que juegan un papel primordial en la génesis de neoplasias mamarias
malignas (85, 90).

Las hormonas esteroides pueden actuar a través de dos mecanismos de accion;
un efecto gendémico retardado y un efecto no genémico rapido. La sefializacion rapida
desencadenada por los esteroides es mediada por receptores especificos que
generalmente se encuentran en la membrana plasmatica. La naturaleza de esos
receptores es de gran interés y los datos acumulados hasta el momento sugieren que
son receptores acoplados a proteinas G. La participacion de estos receptores con los
esteroides y la sefializacion corriente abajo que desencadenan han llevado a concluir
gue son receptores de esteroides extranucleares dentro de los cuales se encuentra el

receptor de estrégenos acoplado a proteinas G (GPR30/GPER) (91).

1.5.2. Receptores de estrégenos en cancer de ovario

Los receptores ERa y ERf tienen una localizacion tejido-especifica y niveles
de expresion particulares, en el ovario normal, el ERB se expresa
predominantemente en células de la granulosa, células de la teca, epitelio

superficial y cuerpo lateo (92-95).

Se ha descrito que la expresion de los ERs en el cancer ovérico de tipo
epitelial se caracteriza por presentar un predominio del ERa (aproximadamente
60%) y sus niveles son generalmente mas altos que los encontrados en los
ovarios normales o en tumores benignos (92, 96-98). La mayoria de los estudios
apoyan el escenario en el que el ERa llega a ser el dominante en el cancer de
ovario, lo cual puede ser una sobre-expresion de este receptor o un crecimiento

selectivo de las células positivas a ERa (99).

Por otro lado también existen varios estudios que se han enfocado a

dilucidar el papel que juega el ERB en el cancer de ovario y se ha descrito por
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ejemplo que la sobre-expresion del ERB en la linea celular de adenocarcinoma ovarico
(PEO14) provoca una reduccion del 50% en su capacidad proliferativa (98). Ademas, se
ha observado que existe una correlacién inversa entre la expresion de ERB y el grado del
cancer, lo cual indica que la expresion de ERB disminuye conforme el estadio del cancer
avanza (100). Varios estudios realizados con tejidos de cancer de mama, sugieren que la
mayoria de los tumores positivos a ER contienen ambos subtipos. La expresion del ER[
junto con el ERa favorece respuestas positivas a la terapia enddcrina en la mayoria de
los estudios, de tal forma que se plantea que la pérdida de la expresién de ERB puede
ser una caracteristica de la transformacion maligna (85). En conclusiéon, ambos
receptores a estrogenos (o y B) se encuentran presentes en las células epiteliales
superficiales normales del ovario, asi como en tumores y lineas celulares de cancer de
ovario. Ademas, de que el incremento en la expresion de ERa y la disminucion en la
expresion de ER[ parece ser una caracteristica que se presenta en tumores malignos de
ovario, colon, pulmén, préstata y mama al ser comparados con tumores benignos (101,
102). Se ha descrito la participacion de los receptores ERa y ERf durante el proceso de
la metéstasis de los tumores ovaricos, el cual se da a través de la regulacion diferencial

de genes reguladores de la EMT (103).

1.6. RECEPTOR DE ESTROGENOS ACOPLADO A PROTEINAS G (GPR30/GPER)

Actualmente se tiene identificado un receptor membranal que tiene la capacidad
de transducir sefiales rapidas dependientes de estrogenos (104). Estructuralmente
este receptor tiene una homologia promedio de 26.6% con otros receptores de la
familia GPCR, principalmente con los siete dominios transmembranales. Posee tres
sitios potenciales de N-glicosilacién localizados en la regibn amino terminal
extracelular, ademas de los 11 residuos de cisteina que contiene (105), estas
caracteristicas lo incluyen en la familia de los GPCRs por lo que inicialmente este
receptor fue denominado como GPR30 y recientemente fue renombrado como GPER
por sus siglas en inglés (G protein-coupled estrogen receptor) por el International
Union of Pharmacology (106). El GPER es una proteina de 375 aminoacidos con un
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peso molecular de aproximadamente 42 kDa, traducida por el gen localizado entre las
bandas 21 y 22 del brazo corto del cromosoma 7 humano. El GPER, se identificd
inicialmente como un receptor huérfano (107, 108); posteriormente se demostré que
este receptor membranal estaba involucrado en efectos no gendmicos del E, en
células que no expresan los receptores clasicos para este esteroide (109), hecho que
fue confirmado cuando se analizaron las vias de transduccidon que desencadena
GPER en células de cancer de mama triple negativas (110). La expresion de GPER se
ha localizado en la membrana celular en mayor medida en membranas intracelulares
predominantemente del reticulo endoplasmico (91) lo cual depende principalmente de
las condiciones fisioldgicas y del tipo celular. Existen un gran nimero de compuestos
diferentes al E, que se unen a los receptores de estrégenos clasicos y se ha
demostrado que también pueden unirse o activar a GPER, dentro de los que se
encuentran el tamoxifeno, 1CI182,780, genisteina, xenoestrogenos y fitoestrogenos,
asimismo existen ligandos selectivos para GPER como su agonista G-1 y su
antagonista G-15 (111). En la actualidad se ha estudiado parte de las funciones de
GPER en diversos sistemas fisioldgicos y patolégicos, los cuales se resumen en la tabla
2.

Tabla 2. Acciones de GPER Modificado de (91, 109, 111, 112).
ACCIONES DE GPER

Sistema Atenlla la sefalizacién del receptor de serotonina en el nucleo
Nervioso paraventricular, reduciendo asi la respuesta a oxitocina y ACTH, por lo que
se sugiere que GPER tiene efectos en desordenes del comportamiento

Fisiologia: Desarrollo de la gldndula mamaria.

Maduracién del oocito.

Crecimiento celular endometrial y contraccién del miometrio.

Regulacion del arresto meiético del ovocito en peces.

Estimulacion de la formacién del foliculo primordial en el ovario de hamster,
Regula vias de proliferacion y apoptosis en la espermatogénesis

Sistema
Reproductivo

Cancer: Mama, Ovario, Testiculo, Endometrio.

Mantiene el tono vascular, la presion sanguinea y el crecimiento de células

Sistema vasculares

Cardiovascular

La deficiencia de GPER esta asociada a obesidad abdominal, posible efecto

Metabolismo y | op |4 giferenciacién de adipocitos

Obesidad
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1.6.1. Seiializaciéon intracelular de GPER

El E; se une al GPER con una alta afinidad (kd~3-6nmol/L) (104),
aproximadamente 10 veces mas que al ERa (Kd~0.5nmol/L). La estimulacién de
GPER con su ligando natural E;, provoca una cascada de sefalizacion, la cual inicia
con la activaciébn de las proteinas G, las cuales disparan mudultiples efectores
incluyendo la activacion de la AC (produccion de AMPc) que resultan en la
fosforilacion de la proteina tirosina cinasa Src, lo que a su vez conlleva a la activacion
de las metaloproteasas de matriz (MMPs), provocando la liberacién de HB-EGF (anti
Heparin Binding Epidermal Growth Factor) las cuales llevan a cabo la autofosforilacion
del EGFR iniciando la sefializacién de las MAPK cinasas (MAPKSs) y PI3K cinasas
(PI3Ks) lo cual resulta en la expresion de factores de transcripcion tales como c-fos,
llevando a la expresion de genes blanco cuyos promotores no contienen EREs,
induciendo la proliferacién de células independientemente de ERa, provocando asi
respuestas celulares rapidas (107, 108, 111, 113), Figura 5. GPER regula genes
estrogeno dependientes implicados en la proliferacién y migracién celular, como
ciclina D2 (114), factor de crecimiento IGF-1 (115), colagenasa, Bcl-2 (116), survivina
y el factor de transcripcion FOS/JUN (117). También se ha reportado que la activacion
de proteinas G dependientes de estrégenos activan vias rapidas de sefializaciéon
dando como resultado la liberacién de calcio intracelular y 6xido nitrico, la participacion
de GPER en estas vias de transduccion, han permitido sugerir que su expresion y/o

activacion puede jugar un papel importante en el proceso de la carcinogénesis.

Figura 5. Vias de sefializacién activadas por GPER y
receptores de estrégenos clasicos. Los estrégenos,
tamoxifen y G-1 son permeables a la célula y tienen acceso
a los ERs y/o GPER. La union del ligando a los ERs clasicos
lleva a la activacion transcripcional directa. La estimulacion
de GPER activa proteinas G, las cuales disparan multiples

Estrogen
Environmental estrogens.
Tamoxifen

. efectores que resultan en la activacion de Src y cinasa de

Qﬂﬂ esfingosina provocando la activacion de las MMPs que a su

Cytoplasm o l vez transactivan los EGFRs que provocan la activacion de
Nucieus ) las MAPKs y de la PI3K estimulando la expresion de
>N~ factores de transcripcion como c-fos lo que lleva a la

v expresion de genes blanco cuyos promotores no contienen
FOS/AP1 Activation elementos de respuesta a estrdgenos. Los efectos
combinados de estas sefiales y eventos transcripcionales
conllevan a la progresion del ciclo celular y a la proliferacion
Sellityclevogxession celular (tomado de Prossnitz (118)).

Cyclin D1
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1.6.2. GPER en el cancer ovario

El GPER se expresa en diferentes tejidos normales, incluyendo el corazén,
arterias, vasos sanguineos, higado, pulmén, intestino, cerebro, placenta, préstata,
tejido adiposo, mama, utero y ovario (112, 119) asi como en neoplasias, tales como
adenocarcinoma de mama, ovario y en lineas celulares inmortalizadas de cancer de
mama, tiroides, endometrio y coriocarcinoma (108). La sobre-expresion de GPER en
algunas neoplasias como mama y endometrio se ha asociado con un alto grado de
malignidad, agresividad e invasion (108, 120) y con tasas de baja sobrevida en
pacientes con dichas neoplasias (121-123). En el cancer de ovario existe controversia
en cuanto a la relacién de su sobreexpresion con la sobrevida de las pacientes ya que
un estudio lo correlaciona de manera positiva (124) y en otro no se encontré ninguna
relacion (125). Dicha discrepancia en los resultados puede ser atribuida a las técnicas
utilizadas en cada uno de ellos y a los procedimientos para agrupar los tejidos para el
posterior analisis del RNAm y la deteccion de la proteina GPER. En el cancer de
ovario, especificamente, la activacién del GPER por analogos selectivos (como el G-1)
estimula el crecimiento celular (107). En la linea celular BG-1 de céancer ovarico
(derivada de adenocarcinoma en estadio Ill), el E; y el G-1 inducen la expresién de c-
fos, pS2, y ciclinas A, D1 y E, mientras que el E; ademas modula la transcripcion
dependiente de ERa y la expresion del receptor de progesterona (PR Progesterone
receptor). Asimismo ambos ligandos estimulan la proliferacion de dos diferentes lineas
celulares de céancer de ovario en una forma dependiente de EGFR, sugiriendo que el
GPER es parte de la via de sefializacion no gendmica del E,. Tanto el ERa como
GPER son requeridos mutuamente para los efectos pleiotrépicos de E; y G-1, las
evidencias que lo demuestran son; a) La regulacion a la alta de c-fos por ambos
ligandos, la cual es sensible a ICI 182,780, b) El silenciamiento de la expresién de
ERa y GPER por oligonucleotidos antisentido especificos elimina la estimulacion de c-
fos y la activacion de ERK y la consecuentemente proliferacion celular inducida por

ambos ligandos (126).

Es importante mencionar que los mecanismos de accion de los receptores de

gonadotropinas LH y FSH y el GPER convergen en la transactivacion, activacion y
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transcripcion de las mismas proteinas y genes, como el EGFR, MAPKSs y ciclina D1
(109). Asimismo, existe una relacién entre las gonadotropinas y la produccién de
estrégenos en células de la granulosa y la modulacién de crecimiento celular
dependiente de esteroides (127). En el cancer de células epiteliales del ovario, el
tratamiento con E, regula la respuesta tumoral a través de mecanismos que
involucran al factor de crecimiento insulinico tipo | (IGF-I) y posiblemente a otros
factores de crecimiento y citocinas (128). Recientemente nuestro grupo de trabajo
encontré que la estimulacién del hFSHR por su agonista natural induce la activacién
transcripcional de genes sensibles a los estrégenos en células L (derivadas de tejido
adiposo y areolar subcutaneo de ratdn) transfectadas de manera estable con el cDNA
del hFSHR (129). Los mecanismos involucrados incluyen la activacién de la cascada
de sefalizacion de PKA y en menor grado las mediadas por las cinasas activadas por
mitdgenos ERK 1/2 y p38. Ademas se detectd que existe proliferacion de las células L
cuando son expuestas a E2, efecto que se potencializé con la adicion de FSH y se
bloqued con el antiestrégeno 1CI1182,720 (52). Estos datos indican que, efectivamente
la proliferacién celular podria ser un evento regulado adicionalmente por la expresién
de genes sensibles a estrégenos, pero a través de mecanismos independientes del
ligando para los receptores de estrogenos nucleares. Un mecanismo alternativo
podria ser que las gonadotropinas regulen a la alta la expresion de otro tipo de
receptor de estrégenos como podria ser GPER, involucrado en el crecimiento y
proliferacion celular. Existen dos evidencias que muestran que las gonadotropinas
regulan la expresién del GPER. Wang en el 2007, se reporté que en el ovario de
hamster, la expresion de GPER es dependiente del estadio folicular ocurriendo una
disminucion en la expresion del receptor después del aumento de gonadotropinas,
por el contrario la estimulacién con gonadotropinas en el mismo sistema, regula a la
alta la expresion de GPER. Lo cual puede sugerir que existen otros factores que
pueden ser responsables para esta disminucién (130). En segundo lugar en un
estudio muy reciente, por primera vez se identifico la expresion de GPER en células
de la granulosa humanas, se estimularon con LH y FSH a diferentes dosis y solo
altas concentraciones de LH fueron capaces de incrementar la expresion del receptor

GPER, por otro lado ambas gonadotropinas provocaron un incremento en la
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expresion del RNAm asi como de la proteina de los receptores de estrégenos ER, y

de los receptores de progesterona Ay B (131).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo y progresion del cancer epitelial de ovario se ha asociado a altas
concentraciones circulantes de LH y FSH, especialmente en mujeres
posmenopausicas 0 en mujeres que han recibido tratamiento para inducir la
ovulacion. El receptor de estrdgenos acoplado a proteinas G (GPER) media
seflales no gendmicas del estradiol en una variedad de canceres vinculados con
estrogenos. GPER juega un papel importante en el cancer de ovario ya que
participa en la proliferacion celular, migracion e invasion de células de cancer de
ovario, sin embargo la informacién sobre la regulacion de GPER en este tipo de
cancer es muy escasa y controversial. Por lo anterior planteamos lo siguiente: la
activacion de los sistemas hFSH-hFSHR y hLH-hLHR puede contribuir a la
regulacion de la expresion del GPER y ERa e influir en la proliferacién celular del
cancer y esto a su vez, contribuir a la etiologia y/o progresion de neoplasias
epiteliales de tejido ovarico. Dado el alto indice de malignidad y el pobre prondstico
del cancer de ovario, el estudio de los mecanismos que regulan la expresion del
GPER, representan un blanco terapéutico que podria contribuir para el desarrollo

de nuevas estrategias de tratamiento en el cancer de ovario.
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3. OBJETIVOS.

3.1. Objetivo General

Analizar la activacion de los receptores de gonadotropinas (hFSHR y hLHR)

sobre la expresion del receptor de estrégenos acoplado a proteinas G (GPER) asi

como sobre el receptor de estrégenos alfa (ERa) en relacion a la proliferacion en la

linea celular de cancer de ovario OVCAR-3.

3.2. Objetivos Particulares.

Determinar la expresion de los receptores endégenos de hFSHR y hLHR y
estudiar el efecto de su activacion en la linea celular de adenocarcinoma
ovarico OVCAR-3.

Analizar los efectos de la exposiciéon a diferentes dosis de r-hFSH y r-hLH
sobre la expresion del RNAm y de la proteina de GPER en la linea celular
OVCAR-3 y comparar el efecto con los no estimulados.

Analizar los efectos de la exposicidon a diferentes dosis de r-hFSH y r-hLH
sobre la expresion de la proteina del receptor de estrogenos alfa (ERa) en la
linea celular OVCAR-3 y comparar el efecto con los no estimulados.

Analizar si existe relacion del efecto encontrado con el estimulo de

gonadotropinas sobre la induccion de la proliferacion en la linea celular
OVCAR-3.
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4. HIPOTESIS

La activacion de los receptores hFSHR y hLHR a través de sus ligandos
naturales provocara una regulacion diferencial de la expresion de los receptores de

estrogenos GPER y ERa, asociados a la proliferacién en la linea celular OVCAR-3.
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5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Cultivo celular

Para el desarrollo de este estudio se utilizé la linea celular OVCAR-3 (ATCC, HTB-
161) derivada de epitelio de adenocarcinoma ovarico humano. Esta linea expresa el
receptor para estrégenos alfa (ERa) y el receptor de membrana GPER. Las células se
cultivaron en cajas de polipropileno de 75 cm? (Corning NY, EUA) que contenian medio
RPMI 1640 (Gibco) a pH 7.4, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM
de L-glutamina (Gibco), 100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina (Gibco
NY, EUA). Este cultivo celular se mantuvo a 37° C en una atmoésfera con 5% de CO,. De
forma paralela y bajo condiciones similares de cultivo, las células fetales de rifion humano
HEK-293 silvestres se cultivaron y sirvieron como control negativo para la expresion de
GPER, hFSHR y hLHR; asi mismo las células HEK-293 transfectadas de manera
transitoria con el cDNA de los receptores para FSH y LH humano, se sembraron y
sirvieron como control positivo para la expresion de los receptores de FSH y LH.
Finalmente, la linea celular MCF-7, proveniente de tejido mamario neoplasico se utilizé
como control positivo para la expresion del ERa. El extracto de cerebro de rata se utilizé

como control positivo para el receptor GPER.

5.2. Preparaciones hormonales; Gonal (r-hFSH) y Luveris (r-hLH)

Los diferentes cultivos celulares empleados para este estudio se estimularon con
LH o FSH humana de origen recombinante. Dichas preparaciones comerciales se
generaron en células de ovario de hamster (CHO) modificadas genéticamente. La
FSH humana recombinante (r-hFSH; Gonal-f, Merck, Serono, Bari, Italia) 75 Ul/vial,
equivalente a 5.5 pg de r-hFSH, se utiliz6é en el rango de 0 a 500 ng/ml. Por su parte
la LH humana recombinante (r-hLH) (Lutropina alfa, Luveris, Merck, Serono, Aubonne,
Suiza) 75 Ul/vial, equivalente a 3.4 ug de r-hLH en el rango de 0 a 200 ng/ml. Las
diferentes dosis se prepararon con medio RPMI (Roswell Park Memorial Institute
medium) sin rojo de fenol (RPMI-1640 Sigma-Aldrich , St. Louis, EUA) y sin suero
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fetal bovino. Las dosis ensayadas estan dentro del rango reportado en la literatura
(131, 132).

5.3. Estimulo con gonadotropinas recombinantes

Para determinar el efecto de las gonadotropinas humanas recombinantes
sobre la expresién del ARNm y la sintesis del receptor de membrana GPER, 1.5 x
10° células OVCAR-3 se sembraron en cajas de 60 mm (Corning NY, EUA) que
contenian 2 ml de medio RPMI-1640. Veinticuatro horas después, las células se
lavaron con amortiguador salino de fosfatos 0001M (PBS), pH 7.4, e inmediatamente
se les agregd medio RPMI sin rojo de fenol, suplementado con SFB 10% tratado
previamente con carbén-dextran (Hyclone, South Logan, UT, EUA), 2 mM de L
glutamina (Gibco) y antibidticos. Después de 24 horas de ayuno las células recibieron
el estimulo de r-hFSH (0, 50, 100, 200 y 500 ng/ml) o r-hLH (0O, 25, 50, 100, 200
ng/ml) durante 24 6 48 horas. Con el fin de mimetizar la secrecion pulsatil de las
gonadotropinas, las células se re-estimularon cada 24 horas con preparaciones
hormonales frescas. Las células testigo se conservaron bajo las mismas condiciones

de cultivo en ausencia de cada una de las gonadotropinas.

5.4. Cuantificacion de AMPc

Con el proposito de evaluar la funcionalidad de los receptores para
gonadotropinas (hFSHR y hLHR) en las células OVCAR-3, se determind la cantidad
de AMPc producido después del tratamiento con estas hormonas. Para ello, 3 x 10°
células se sembraron en placas de 24 pozos (Corning) en un volumen de 300 pul de
RPMI complementado. Los ensayos con cada una de las dosis antes mencionadas se
realizaron por triplicado, siguiendo la metodologia descrita en la seccion anterior. Para
este ensayo, el medio de estimulo RPMI sin rojo de fenol se complementé con el
inhibidor de fosfodiesterasas 3-isobutil-1metilxantina (MIX, Sigma) a una
concentracion de 0.125mM. La concentracion de AMPc total se determind después
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de 48 horas de incubacién a 37°C, el AMPc total (intra y extracelular) fue cuantificado
siguiendo la metodologia antes descrita (133). El radioinmunoensayo desarrollado
incluyé como trazador al 2-0-monosuccinil tirosil-metil éster de AMPc (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO USA) radiomarcado con Nal'?®> (Amersham International Limite,
Reino Unido) mediante el método de Cloramina-T (134). Como estandar se empleé
AMPc (Sigma, 81c-0220) y el anticuerpo primario correspondi6 al AMPc CV-27,
comprado al National Institute of Artritis, Diabetes, Digestive and Kidney Diseases
(NIADDK, Bethesda, MD, EUA) que se utiliz6 a una dilucién final de 1:70,000 en
acetato de sodio 50mM, albumina sérica bovina (BSA) al 0.1 %, pH 6.1. Para
incrementar la sensibilidad del ensayo las muestras se acetilaron agregando 25 pl de
trietilamina y acido acético anhidrido en una proporcion 2:1 v/v. El tubo de reaccién en
cada ensayo se incubo a 4°C durante 24 horas, la reaccion se par6 colocando en
cada tubo de reaccién dos ml de etanol frio, seguida de una centrifugacion a 3000 rpm
durante 30 minutos a 4°C. Una vez concluido este paso, el contenido de cada tubo se
decanto y la fraccibn inmunoprecipitada se conto en un espectrdmetro para
radiaciones gamma (Packard Instrument Company, Il, EUA). La sensibilidad del
ensayo fue de 2 fmol/tubo. Todas las muestras de un mismo experimento se
analizaron en el mismo lote para evitar variaciones interensayo. La variacion

intraensayo fue menor al 7%. Los ensayos de RIA se repitieron tres veces.

5.5. Extraccion de RNA de los cultivos celulares

El ARN total de las distintas lineas celulares empleadas en este estudio se obtuvo
a partir de 1 x 10° células/pozo, para ello y por duplicado se sembré esta cantidad de
células en cajas de 6 pozos (Corning). Siguiendo el procedimiento del tiempo de
incubacién y dosis con gonadotropinas recombinantes como se describié en la
seccién de “Estimulo con gonadotropinas” y una vez concluido el tiempo de estimulo,
se realizé la extraccion de ARN de la cantidad de células contenidas en cada pozo
utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen), siguiendo las especificaciones del fabricante
(135). Todos los pasos de extraccion se llevaron a cabo a 4°C utilizando material estéril
y libre de RNAsas. En breve, para cada pozo que contenia un millébn de células se le
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agrego6 1 ml de Trizol, esta mezcla se recuperé y se depositdé en un tubo eppendorf de
1.5 ml, inmediatamente se colocaron 0.3 ml de cloroformo, la mezcla se agité durante
30 seg y se centrifugd a 13,000 rpm durante 40 min. Al termino la fase acuosa se
recuperd en un tubo de 2 mly se le agregé 1 ml de isopropanol frio (almacenado a -
20°C) agitando 5 veces el tubo. El precipitado formado se concentrd por centrifugacion
(13,000 rpm/1h). El botdn celular se lavé 2 veces con etanol al 75%, preparado con
agua-DEPC (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). EI RNA se resuspendié en agua
libre de nucleasas (Thermo-Scientific) y la concentracion se determind por
espectrofotometria a una longitud de onda de 260 nm. La pureza de todas las muestras
se estimo por la relacion Azso/Azgo siendo aproximadamente de 1.8. La integridad del
RNA se comprob6 en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

5.6. Transcripcion reversa

EL DNA complementario (cDNA) se obtuvo a partir de 1 uyg de ARN extraido de
cada una de las lineas celulares (OVCAR-3, MCF-7, HEK-293, HEK-293-hFSHR y HEK-
293-hLHR). Para ello, la cantidad de ARN se proceso siguiendo las especificaciones del
estuche comercial de RT-PCR (Phusion de Thermo Scientific). En breve, la reaccion de
transcripcion reversa (RT) se inici6 con la incubacion del RNA total (1ug) con 100 ng del
Oligo (dT) como iniciador, 10 mM de la mezcla de nucleétidos (ANTP’s) a 65°C durante
5 min. Posteriormente, la mezcla se colocd en hielo y se le adicionaron 2 ul de la
enzima transcriptasa reversa (M-MuLV RNase H* Reverse Transcriptase (M-MuLV RT),
la reaccién de transcriptasa reversa se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones
[25°C, 10°— 40°C, 30'— 85°C, 5"— 4°C]. Los cDNAs obtenidos se almacenaron a -
20°C hasta su procesamiento.
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5.7. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de punto final

El cDNA obtenido de la RT se amplifico mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) utilizando; 1.0 unidad de enzima taq DNA polimerasa (Amplificasa,
BioTecMol, México D.F.), 100 ng de cDNA proveniente de la RT, 0.2 mM de dNTP’s, 1
mM de MgCl,, 0.1 pmol de los oligonucleétidos complementarios [(GPER, hFSHR,
hLHR, ERa, Actina y GAPDH, Tabla 3)] en un volumen final de 20 pl. Las condiciones
para la amplificacion correspondieron a: 94°C, 5"— 30X [94°C, 30" — 60-64°C, 45" —
72°C, 30" — 72°C, 5 — 4°C. El producto generado se analizd por electroforesis en

geles de agarosa al 3% tefildos con bromuro de etidio.

Tabla 3. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para amplificar.

NOMBRE OLIGONUCLEOTIDOS pb

hFSHR Sentido: 5 GCAAAGATTCTGCTGGTTCTG 3 270
Antisentido: 5 TTAGTTTTGGGCTAAATGACTTAG 3

hLHR Sentido: 5 AATTGCTATGTTGCCCCTTGTCG 3 134
Antisentido: 5 TGAAGAAGGCCACCACATTGAGA 3

GPER Sentido: 5 AACCCAGGTACCCAGAGAGTG 3 224
Antisentido: 5 CCTGGCATTTGTCAGACAGGAA 3

ERa Sentido: 5 AACTTGCTCTTGGACAGGAACC 3 163
Antisentido: 5° ATGTGTACACTCCAGAATTAAGC 3

GAPDH Sentido: 5 GCTCTCTGCTCCTCCTGTTTC 3 115
Antisentido: 5 ACGACCAAATCGTTGACTC 3

B-ACTINA Sentido: 5 CCATCATGAAGTGTGACGTTG 3 180
Antisentido: 5 ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA 3

5.8. Secuenciacion

Los fragmentos de PCR purificados se secuenciaron con el estuche BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems California, EUA), para ello, se
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utilizaron 600 ng del DNA purificado, 2 pl de BigDye® Terminator v3.1 y 2 ul de
amortiguador de secuenciacién (Applied Biosystems™) y 0.8 pmol/ul del
oligonucleétido correspondiente a cada uno de los receptores. Las condiciones de la
PCR fueron 25X [96°C, 10” — 58°C, 5” — 60°C, 4] — 4°C. La purificacién de las
reacciones se realizd utilizando columnas DyeEX® (QIAGEN Hilden, Alemania),
posteriormente las muestras se desidrataron en una centrifuga de vacio durante 15
min. La electroforesis en capilar se realiz6 en un secuenciador automatico 3100 ABI
PRISM (Applied Biosystem™) en el cual, para cada dideoxinucleétido (A, T, C o G)
corresponde un fluorocromo diferente, esto se realizé en el servicio de secuenciacion
del Instituto de Biologia de la UNAM.

5.9. Extractos protéicos e inmunodeteccion
5.9.1. Extracto protéico de GPER

Para la inmunodeteccién de GPER se sembraron 1.5 x 10° células OVCAR-3 en
cajas de 60mm, siguiendo la metodologia descrita en la seccién de “Estimulo con
gonadotropinas” y se incubaron durante 24 y 48 horas. Concluido el tiempo de
estimulo, se procedi6 a la extraccion de las proteinas, para ello se utilizé el amortiguador
de lisis RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay Buffer), compuesto por 1% Igepal, 0.4
Deoxycolato, 10mM Tris-HCI pH 7.4, 5mM EDTA, 0.14M NaCl y 0.01M PMSF. A este
amortiguador se le colocaron dos mezclas de inhibidores de proteasas (Complete mini
de Roche; Diagnostics, Mannheim, Alemania y Proteoblock de Fermentas). El
procedimiento de extraccidon de proteinas se realiz6 a 4°C. En breve, las células se
lavaron 2 veces con PBS 0.01M frio e inmediatamente se coloc6 el amortiguador de lisis y
las células se desprendieron de la caja mediante un raspado; el lisado se coloc6 en tubos
de 1.5 ml y se agitd6 vigorosamente en vortex cada 2 min hasta completar 10 min.
Posteriormente, el lisado se centrifugd a 13,000 rpm por 10 min. El precipitado se decanté

y el sobrenadante se conservé a -70°C hasta su andlisis.
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5.9.2. Cuantificacién de proteinas

La concentracion de proteina en los diferentes extractos de los cultivos
celulares se determind por medio del método de Bradford. Se utilizé como patron de
referencia a la albumina sérica bovina en las concentraciones: 2, 4 ,8, 12, 16 y 20
Mg/ml. Esta técnica se basa en el cambio de coloracion del Azul de Coomassie G250
en respuesta a diferentes concentraciones de proteinas. Este compuesto interacciona
con los residuos de aminoacidos béasicos (principalmente la arginina) y aromaticos
provocando un cambio de coloracion del rojo al azul, el cual se cuantifica a una

absorbancia de 590 nm (136). Cada una de las muestras se cuantificé por duplicado.

5.9.3. Inmunodeteccién GPER

Una vez determinada la concentracion de proteina de los distintos extractos
celulares, 60 ug proteina se analizaron por electroforesis SDS-Poliacrilamida al 10%.
Para ello, el homogenizado protéico se desnaturalizé calentandolo a 37°C durante 30
min en presencia de [ -Mercaptoetanol. Una vez concluida la electroforesis, las
proteinas presentes en el gel se transfirieron a membrana PVDF (Immobilon®-FL
Massachusetts EUA), utilizando una camara de transferencia Mini—Trans-Blot (Bio-
Rad, Hercules, CA) a 20 V durante 90 min. La membrana se bloqueé con amortiguador
de bloqueo (bloking buffer, Li-COR, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente (TA) y al
termino se incubaron con los anticuerpos primarios, anti GPER generado en conejo a una
dilucion 1:650 (Abcam, Cambridge, MA) y anti-GAPDH generado en ratén a una dilucion
1:10,000; (Millipore, Temecula CA, EUA) diluidos en amortiguador de bloqueo (Li-COR),
durante toda la noche a 4°C con agitacién constante. Al terminé la membrana se lavé 4
veces con amortiguador tris salino (TBS) que contenia 0.1% de Tween-20 (TBS-T) con
cambios cada 5 min. Finalmente, la membrana se incubd con los anticuerpos secundarios
acoplados a IgG de conejo (IR Dye™-800-conjugated anti-rabbit) y a IgG de ratén (IR
Dye™-680-conjugated anti-mouse) a una dilucion 1:15,000. Estos anticuerpos se

diluyeron en TBS-T. La incubacién de anticuerpos secundarios fue durante 1 hora a TA
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con agitacion y protegidos de la luz. Al término, se repitieron los lavados con amortiguador
de fosfatos 0.01M (PBS) que contenia 0.1% de Tween-20 (PBS-T). Las proteinas
especificas se visualizaron con el sistema de imagen infrarrojo Odyssey™CLx (Gene
Company, EUA). Como control positivo de la expresion de GPER se utilizé extracto de
cerebro de ratbn y como control negativo extracto de células HEK-293. La expresion de
GAPDH se utilizé6 como control interno para mostrar que la concentracion de las muestras
fuera igual. Para confirmar los resultados, cada experimento se realiz6 por triplicado bajo

las mismas condiciones.

5.9.4. Extracto protéico de hFSHR y hLHR

Para la inmunodeteccion de los receptores hFSHR y hLHR en la linea celular
OVCAR-3 se sembraron 1.5 x 10°, células/caja de 60 mm las cuales se incubaron por
24 horas. Posteriormente se procedidé a la extraccion de proteinas totales utilizando
amortiguador de lisis pasivo (Promega) 1X adicionado con [Igepal 0.01%, EDTA 5mM
pH 8.0, Tris-HCI 10 mM pH 8.8, NaCl 140mM, y mezcla de inhibidores de proteasas
“complete mini 1X (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)]. El procedimiento de
extraccion de proteinas se realizé a 4°C. En primer lugar las células se lavaron 2 veces
con PBS 0.01M frio e inmediatamente se les agregé el amortiguador de lisis pasivo. Las
células se desprendieron de la caja utilizando un raspador y el lisado se colocé en tubos
de 1.5 ml y se agitaron vigorosamente en vortex cada 2 min hasta completar 10 min.
Posteriormente, para recuperar el sobrenadante el lisado se centrifugd a 13,000 rpm por

10 min y se conservo a -70°C hasta su analisis.

5.9.5. Inmunodeteccion hFSHR y hLHR

Una vez determinada la concentracion de proteina de cada uno de los extractos
protéicos, 110 ug proteina se analizaron por electroforesis SDS-Poliacrilamida al
7.5%. Para ello las proteinas se desnaturalizacion en presencia def -

Mercaptoetanol. Una vez concluida la electroforesis las proteinas se transfirieron a
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membranas de PVDF (Amersham GE, Healthcare UK) mediante transferencia
hiameda bajo las siguientes condiciones 120 mA durante 2 h, 30 min a 4°C.
Inmediatamente la membrana se bloqued con TBS-T conteniendo 5% de leche baja
en grasa (SVELTY) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas se
incubaron con los anticuerpos primarios anti hFSHR generado en conejo (dilucion
1:1000; Abcam abh65975) y anti hLH generado en ratén (dilucion 1:500; AVIVA
SYSTEMS BIOLOGY) durante una hora en agitaciéon a TA. Después de 4 lavados de
5 min con TBS-T, se procedi6 a la incubacion con el segundo anticuerpo IgG anti-ratén
acoplado a peroxidasa de rabano en TBS-T (dilucion 1:10,000; Jackson
ImmunoResearch) durante 1 hora con agitacion a TA, concluido el tiempo de la
incubacion, se repitieron los lavados con TBS-T. La sefial se desarroll6 utilizando el
estuche de deteccion por quimioluminiscencia (SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific). Las membranas se analizaron en el
escaner de quimioluminiscencia LI-COR C-DiGit. Como controles positivos se
utilizaron extracto de células HEK-293 transfectadas transitoriamente con hFSHR y
extractos de células OVCAR-3 transfectadas transitoriamente con hLHR; como
control negativo se utilizaron extractos de células NCI-H144 (células de origen de

adenocarcinoma papilar de pulman).

5.9.6. Extractos nucleares

Para la inmunodeteccién de ERa, se sembraron 3.0 x 10° células OVCAR-3 en
cajas de 100mm, siguiendo la metodologia descrita en la seccion de “Estimulo con
gonadotropinas” y se incubaron durante 24 y 48 horas. Concluido el tiempo de
estimulo, se procedié a la extraccion de proteinas nucleares utilizando la metodologia de
Schreiber (137) con algunas modificaciones. Las células se enjuagaron con PBS 0.01M
frio, posteriormente se lisaron con un amortiguador hipoténico (amortiguador A) el cual
contiene; HEPES 10 mM pH 7.6, cloruro de magnesio 1.5 mM, cloruro de potasio 10 mM,
NP-40 0.5%, fluoruro de sodio 1 mM, ditiotreitol 0.5 mM, ortovanadato de sodio 1 mMy
“Complete mini 1X Roche. Las células se desprendieron de la caja utilizando un

raspador y el lisado se colocd en tubos de 1.5 ml, durante 15 minutos. Los lisados se
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mantuvieron con agitacion constante a una temperatura de 4°C. Posteriormente, los
lisados se centrifugaron a 7,000 rpm por 1 min a TA; trascurrido el tiempo, el
sobrenadante se decanté y el botdn celular se resuspendié en amortiguador B el cual
contiene: RIPA, “complete mini” 1X, fluoruro de sodio 1 mM y ortovanadato de sodio 1
mM. Los nlcleos se lisaron durante 30 minutos a 4°C con agitaciones vigorosas cada
5 minutos, posteriormente para recuperar el sobrenadante, los lisados se centrifugaron

por 10 min a 12,000 rpm a 4°C y se conservaron a -70°C hasta su andlisis.

5.9.7. Inmunodeteccion de ERa y Ki-67

Después de cuantificar la concentracion de proteinas de los extractos nucleares,
80 ug de proteina se analizaron por electroforesis SDS-Poliacrilamida al 7.5%. Para
ello, las muestras se desnaturalizaron calentandolas a 37°C durante 15 min en
presencia de B-Mercaptoetanol para posteriormente separarlas en los geles. Una vez
concluida la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF
(Amersham GE, Healthcare UK) por medio de transferencia humeda bajo las
siguientes condiciones: 120 mA durante 2 h a 4°C. Inmediatamente la membrana se
bloqueé con TBS-T que contenia 4% de leche baja en grasa durante 1 h con agitacion a
TA. Posteriormente, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios anti ERa
D8H8 generado en conejo (dilucién 1:2000; Cell Signaling, Danvers, MA EUA) y anti
Pol 1l H-224 generado en conejo (dilucion 1:500; Santa Cruz Biotecnology) 6 anti Ki-67
generado en conejo (dilucion 1:500; Millipore) diluidos en la misma solucion de
bloqueo durante toda la noche con agitacion a 4°C. Posteriormente, se realizaron 3
lavados con TBS-T durante 10 min y se procedié a la incubacion con el segundo
anticuerpo una IgG anti-conejo acoplado a peroxidasa de rabano (Jackson Immuno
Research, Baltimore, EUA) para la deteccion de las tres proteinas, a una dilucién de
1:15000 en TBS-T para el ERay TBS-T con leche al 5% para la Pol Il, durante 1 h a TA.
Por ultimo se hicieron 3 lavados de 10 minutos con TBS-T. Las proteinas se detectaron
utilizando el estuche de quimioluminiscencia [SuperSignal West Femto
Chemiluminescent Substrate, (Thermo Fisher Scientific, EUA)]. Las membranas se

analizaron en el escaner de quimioluminiscencia LI-COR C-DiGit. Como controles
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positivos de la presencia de ERa, se utilizaron extractos nucleares de células MCF-7 y
para Ki-67 se utilizaron extractos nucleares de las células Hela. Como control negativo
para ambas proteinas se utilizaron extractos de células HEK-293. Finalmente se

realizé el analisis densitométrico de las bandas obtenidas.

5.10. Ensayo de proliferacion

Para determinar el posible efecto de las gonadotropinas r-hFSH y r-hLH sobre la
proliferacion celular en OVCAR-3 se llevé acabo el ensayo colorimétrico que se basa en
la deteccion de la actividad de la enzima deshidrogenasa mitocondrial y la conversion
de la sal de tetrazolio XTT (color amarillo) hacia formazan (color naranja) como
resultado de la actividad metabdlica celular, o que permite la determinacion el
porcentaje de células vivas. Para ello, 2 x 10* células/pozo en cajas de 96 pozos
(Corning) se sembraron en un volumen 100ul de medio RPMI. Las células
contenidas en cada pozo recibieron el mismo tratamiento con gonadotropinas y de
forma similar se incubaron y se conservaron como se describié en la seccién de
“Estimulo con gonadotropinas”. Concluido el tiempo de estimulo de 24 y 48 horas, a
cada pozo se le adicionaron 50 pl de la solucién XTT (concentracion final de 0.3
mg/ml) en una relacién 50:1 con el reactivo acoplador de electrones (ej. 5 ml de
reactivo XTT con 0.1 ml de acoplador), posteriormente la placa se incubd durante 90
minutos en una atmoésfera de 5% de CO, a 37°C para permitir la formacion de la solucion
de formazan, la cual se ley6 en un lector de placas a una absorbancia de 490 nm con una
longitud de onda de referencia de 630 nm. El incremento en el nUmero de células vivas
resulta de un incremento en la actividad general de la deshidrogenasa mitocondrial en las
muestras. Este incremento directamente correlaciona con la cantidad de formazéan
reducido, siendo la absorbancia directamente proporcional al nimero de células vivas. Se
realizaron tres experimentos, cada uno con cuatro replicas. La proliferacién se determind
con el estuche comercial Cell Proliferation Kit Il, XTT de Roche (Diagnostics, GmbH,

Mannheim Alemania).
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5.11. Ensayo de viabilidad

Para determinar el posible efecto toxico de las gonadotropinas humanas sobre los
cultivos de OVCAR-3 se llevé a cabo el ensayo de citotoxicidad basado en la deteccion
de la actividad de la enzima citosélica, lactato deshidrogenasa (LDH), liberada al medio
de cultivo por células lisadas. La conversion de la sal de tetrazolio INT (color salmon)
hacia formazan (color rojo) se utiliz6 como medida de viabilidad celular. Para ello, se
sembraron 2 x 10* células en cajas de 96 pozos (Corning) en un volumen de 100ul
de medio RPMI. Las células contenidas en cada pozo recibieron el mismo
tratamiento con gonadotropinas y de forma similar se incubaron y se conservaron
como se describi6 en la secciébn de “Estimulo con gonadotropinas”. Una vez
finalizado el tiempo de incubacién se tomaron 50 pl de cada uno de los pozos y se
transfirieron a pozos limpios, posteriormente, las células contenidas en cada pozo se
lisaron agregando 5 pl de una solucién de lisis (10X,Triton X-100 9% v/v en agua),
seguido de una incubacién durante 10 min en una atmosfera himeda con 5% CO, a
37°C. Por Ultimo, los pozos que contenian tanto las células como el medio de cultivo
recibieron 50 pl de la solucion substrato, que al reaccionar con el medio de cultivo
produce el cambio de coloracién antes mencionado; esta reaccion se detuvo con la
adicion de 50 ul de la solucién de acido acético 1M. Por ultimo la placa se leyé en un
lector a una absorbancia de 490 nm. Se realizaron 3 experimentos cada uno con tres
replicas. La viabilidad se determind con el estuche comercial, CytoTox 96 Non-

Radioactive (Promega Corp; EUA).

5.12. Andlisis estadistico.

Para evaluar las diferencias en la viabilidad y la proliferacién celular, se tomaron
en cuenta las absorbancias a 490nm, para la acumulacion de AMPc se tomaron las
concentraciones obtenidas en el RIA. Las bandas especificas de los inmunoblots de
GPER, REq, Ki-67, GAPDH (constitutivo de extractos celulares) y POLII (constitutivo de
extractos nucleares), se sometieron a un analisis semicuantitativo en un sistema de
analisis de imagenes “Imagen Studio 2.1” (LI-COR, Biosciences). Asimismo se realizo
el analisis de las bandas de RNAm, utilizando el programa NIH ImageJ.
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Para valorar si existian diferencias estadisticamente significativas, 3 6 5
experimentos independientes se analizaron utilizando una prueba de varianza de una
via (ANOVA) y la prueba de Dunnett's para dos muestras. Para todas las pruebas
estadisticas definidas se consider6 como limite para establecer la presencia de
diferencias significativas, los valores de p< 0.05. Como estadistica descriptiva se utilizo

el promedio y el error estandar. Utilizando el programa estadistico Sigma Plot 12.3.
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6. RESULTADOS

6.1. EXPRESION DE LOS RECEPTORES DE GONADOTROPINAS EN LA LINEA
CELULAR OVCAR-3

6.1.1. Expresion del RNAm de los receptores hFSHR y hLHR en la linea celular
OVCAR-3

El patron de expresion del RNAm de los receptores de gonadotropinas en la linea
celular OVCAR-3 se muestra en la figura 7. Se detectaron las bandas correspondientes
al transcripto del hFSHR en 294 pb, Figura 6B) y para el transcripto del hLHR en 134
pb, Figura 6C). Las bandas obtenidas se purificaron y secuenciaron para confirmar su
identidad. Los resultados obtenidos se compararon con la base de datos del Gene
Bank, el receptor de FSH humano (hFSHR) correspondié con el ID S599000 y el
receptor de LH humano (hLHR) correspondié con el ID S57793.1.

6.1.2. Inmunodeteccion de los receptores de hFSHR y hLHR en la linea celular
OVCAR-3

En la linea celular OVCAR-3 se detectaron ambos receptores de gonadotropinas
Se detectaron las bandas de proteina correspondientes en un peso de 80 kDa para
hFSHR y de 85 kDa para hLHR, con una sefial débil pero correspondiente al peso
descrito. Se llevaron a cabo dos tipos de inmunoblots utilizando por una parte segundos
anticuerpos acoplados a peroxidasa de rabano y por otro lado segundos anticuerpos
fluorescentes, obteniendo los mismos resultados. Como control positivo (+) del hFSHR
se utilizd extracto de linea celular HEK-293 transfectadas de manera estable con el
cDNA del hFSHR (HEK-hFSHR) y para hLHR se utiliz6 como (+) extracto de linea
celular OVCAR-3 transfectadas de manera transitoria con el cDNA del hLHR (OVCAR-
3-hLHR) para ambos inmunoblots se utiliz6 como control negativo (-) extracto de la
linea celular NCI-441 de origen de adenocarcinoma de pulmén humano y como
constitutivo se utilizo la proteina GAPDH. En la figura 7, se muestran los inmunoblots

con los anticuerpos fluorescentes.
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Figura 6. A) Integridad del RNA total obtenido de las células OVCAR-3. 1) Marcador
Lambda digerido con Hind 1ll, 2) RNA total extraido de OVCAR-3; B y C) Amplificacion por
PCR de hFSHR y hLHR en OVCAR-3, 1) Marcador Phy X174, 2) Productos de la PCR que
muestran la amplificacion del hFSHR y hLHR respectivamente. Seccién de los
electroferogramas de las secuencias de los receptores de gonadotropinas obtenidos de la
linea celular OVCAR-3. D) hFSHR E) hLHR.
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Figura 7. Inmunodeteccién de los receptores de gonadotropinas. A) Deteccion de la banda
correspondiente al hFSHR en un peso aproximado de 80 kDa. Primer carril; linea celular
OVCAR-3, segundo carril control (+), tercer carril control (-). B) Detecciéon de la banda
correspondiente al hLHR con un peso aproximado de 85 kDa. Primer carril; linea celular
OVCAR-3, segundo carril; control (+), tercer carril control (-).
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6.1.3. La activacion de los receptores con r-hFSH y r-hLH provoco una respuesta

dosis dependiente en la acumulacion de AMPc en las células OVCAR-3.

La activacion de los receptores de gonadotropinas por sus ligandos naturales

generaron la produccion de AMPc dependiente de la dosis a las 48 horas de estimulo.
La acumulacion de AMPc con las dosis de r-hFSH fueron (4675+55; 5058+37,
6266+100; 469766, respectivamente) vs el control (4165+90) y de r-hLH (5877+51;
7389+181; 9268+24; 9042+218; 109781206, respectivamente) vs el control (5877+51).

Tanto con LH como con FSH se detecté un incremento significativo (p<0.001) Figura 8.
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Figura 8. Acumulacion de AMPc con el estimulo de r-hFSH y r-hLH en las células OVCAR-
3. Las células fueron estimuladas con r-hFSH (panel A) y r-hLH (panel B) durante 48 h.
Cada una de las dosis fue capaz de inducir la acumulacion de AMPc de manera dosis-
dependiente.

EXPRESION DEL RECEPTOR GPER EN LA LINEA CELULAR OVCAR-3

Se identificé una banda de 224 pb correspondiente al transcripto para GPER. El

DNA se purificO y secuencié para confirmar su identidad con la base de datos del Gene

Bank, el receptor de GPER humano correspondié con el ID NM_001505.2 Figura 9.
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Figura 9. A) Integridad del RNA total obtenido de las células OVCAR-3. 1) Marcador
Lambda digerido con Hind Ill, 2) RNA total extraido de OVCAR-3, B Amplificacion por PCR
de GPER. 1) Marcador Phy X174, 2) OVCAR-3y 3) MCF-7.

6.2.1. Integridad del RNA total obtenido de la linea celular OVCAR-3 con los
estimulos de r-hFSHy r-hLH

Patron de integridad del RNA total obtenido de las células OVCAR-3 estimuladas
con ambas gonadotropinas. Como control (+) se utilizo la linea celular MCF-7 y como
control (-) las células HEK-293. Figura 10.
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Figura 10. Patron de integridad del RNA total obtenido de las células OVCAR-3. Figura
representativa de tres experimentos independientes.
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6.3. REGULACION DEL RECEPTOR GPER POR r-hFSHy r-hLH

6.3.1. La expresiéon del RNAm de GPER es regulada a la alta por lar-hFSH en la
linea celular OVCAR-3.

Efecto de la r-hFSH sobre la expresion del RNAm correspondiente a GPER de 3
experimentos independientes. Encontramos que con todas las dosis a las 24 horas de
estimulo, no existi6 un aumento significativo (p=0.082) del porcentaje de expresion del
RNAmM a dosis de 50 ng/ml (106.0+5.65); 100 ng/ml (85.0£4.24); 200 ng/ml (105.5%£4.95)
y 500 ng/ml (90.0+2.82) vs control (100%). Sin embargo a las 48 horas, si se un
observé aumento progresivo el cual es estadisticamente significativo (p=0.001) en la
expresion del RNAm con todas las dosis; 50 ng/ml (111.0+£1.0), 100 ng/ml (119.0£0),
200 ng/ml (122.5+2.5) y 500 ng/ml (124.0+2.0) vs el control (100%) Figura 11.
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Figura 11. RT-PCR de GPER en células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH. 1)PCR
representativo de células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH durante 24 h. A) Promedio +
EE de 3 experimentos independientes. 2)PCR representativo de células OVCAR-3
estimuladas con r-hFSH durante 48 h. B) Promedio + EE de 3 experimentos independientes.
Control (+) (HEK-293-hFSHR) y control (-) HEK-293. * Diferencia significativa vs el control
(100%).
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6.3.2. La expresion de la proteina del GPER es regulada a la alta por la r-hFSH en
la linea celular OVCAR-3.

Efecto de la r-hFSH en la sintesis de la proteina de GPER en la linea celular
OVCAR-3. Encontramos que a las 24 horas de estimulo en 5 experimentos
independientes con todas las dosis, no existié diferencia estadisticamente significativa
(p=0.06) del porcentaje de expresion de proteina al compararlas con el control; 50 ng/ml
(97.2+22.46), 100 ng/ml (96.0+19.59), 200 ng/ml (126.2+22.93) y 500 ng/ml
(129.6+22.27) vs control (100%). Sin embargo, a las 48 horas si se observo un aumento
estadisticamente significativo (p=0.001) en la expresion de la proteina de GPER con las
dosis de 50 ng/ml (138.0£10.17), 100 ng/ml (138.0£7.96) y 200 ng/ml (156.0+£8.59) vs el
control (100%); mientras que la dosis de 500 ng/ml no fue estadisticamente significativa
(125.2+3.56) Figura 12.
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Figura 12. Inmunodeteccion de GPER en células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH.
1)Inmunoblot representativo de células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH durante 24 h.
A)Andlisis densitométrico, promedio + EE de 3 experimentos independientes. 2) Inmunoblot
representativo de células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH durante 48 h. B) Promedio +
EE de 3 experimentos independientes. Control (+) cerebro de raton y control (-) células
HEK-293. * Diferencia significativa vs el control (100%).
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6.3.3. La expresion del RNAm de GPER no esta regulada por r-hLH en la linea
celular OVCAR-3.

Efecto de la r-hLH sobre la expresién del RNAm de GPER de 3 experimentos
independientes en la linea celular OVCAR-3. Encontramos que con todas las dosis
tanto a las 24 como a las 48 horas de estimulo, no existi6 un aumento estadisticamente
significativo (p=0.074 y p=0.222 respectivamente) del porcentaje de expresion del
RNAmM de GPER; 24 horas dosis de 25 ng/ml (112.80+0.43), 50 ng/ml (98.70+£11.46),
100 ng/ml (104.01+5.87) y 200 ng/ml 68.83+12.79) vs control (100%). Dosis a las 48
horas 25 ng/ml (109.96+0.89), 50 ng/ml (92.95+4.19), 100 ng/ml (108.815+2.99) y 200
ng/ml (106.84+7.81) vs control (100%) Figura 13.
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Figura 13. RT-PCR de GPER en células OVCAR-3 estimuladas con r-hLH. 1) PCR
representativo de células OVCAR-3 estimuladas con r-hLH durante 24 h. A) Andlisis
desitométrico, promedio + EE de 3 experimentos independientes. 2)PCR representativo de
células OVCAR-3 estimuladas con r-hLH durante 48 h. B) Promedio + EE de 3
experimentos independientes. Control (+) (HEK-293-hLHR) y control (-) HEK-293. *
Diferencia significativa vs el control (100%).
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6.3.4. La expresion de la proteina del GPER es regulada a la baja por la r-hLH en
la linea celular OVCAR-3.

Efecto de la r-hLH en 3 experimentos independientes en la linea celular OVCAR-3,
sobre la expresion proteica de GPER. Se encontré que con todas las dosis a las 24
horas de estimulo, no existi6 un aumento significativo (p=0.0974) del porcentaje de
expresion de proteina; dosis de 25 ng/ml (95.45+7.19), 50 ng/ml (96.0+19.59), 100
ng/ml (96.86+4.49) y 200 ng/ml (97.37+0.50) vs control (100%). Sin embargo, a las 48
horas si se observé disminucién significativa (p=0.002) en la expresion de la proteina de
GPER en las dosis de 50 ng/ml (81.83+1.40), 100 ng/ml (78.40+5.55) y 200 ng/ml
(75.15+1.12) vs el control (100%); mientras que la dosis de 25 ng/ml no se observo

ningun incremento 89.35+1.43. Figura 14.
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Figura 14. Inmunodeteccién de GPER en células OVCAR-3 estimuladas con r-hLH.
1)Inmunoblot representativo de células OVCAR-3 estimuladas con r-hLH durante 24 h. A)
Promedio + EE de 3 experimentos independientes. 2) Inmunoblot representativo de células
OVCAR-3 estimuladas con r-hLH durante 48 h. B) Promedio + EE de 3 experimentos
independientes. Control (+) cerebro de ratén y control (-) HEK-293.* Diferencia significativa
vs el control (100%).
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6.4. EXPRESION DEL ERa, CON ESTIMULO DE r-hFSH y r-hLH

6.4.1. ElI tratamiento con r-hFSH aumenta la expresion de la proteina ERa,

mientras que lar-hLH disminuye su expresion a las 48 horas de estimulo.

Efecto de la expresion de ERa en células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH vy r-
hLH a las 48 horas en 3 experimentos independientes. Se observé que la r-hFSH a las
48 horas de estimulo aumenta la expresion de la proteina ERa el cual, es significativo
(p=0.003) con la dosis de 200 ng (183.0£4.0) vs el control (100%), mientras que para la
dosis de 100 ng/ml (126.0+8.0) no se observo ningun incremento. En cuanto al estimulo
con r-hLH a las 48 horas de estimulo se observé una disminucion en la expresion de
proteina ERa el cual es estadisticamente significativo (p=0.038) con la dosis de 200
ng/ml (55.0+0.0) vs el control (100%), mientras que en la dosis de 100 ng/ml

(70.5.0+19.09) no se observod disminucion en la expresion Figura 15.
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Figura 15. Inmunodeteccién del ERa en células OVCAR-3 estimuladas con ambas
gonadotropinas durante 48 h. 1) Inmunoblot representativo de células OVCAR-3
estimuladas con r-hFSH, 2) Inmunoblot representativo de células OVCAR-3 estimuladas con
r-hLH. A, B) Promedios + EE de 3 experimentos independientes. Control (+) linea celular
MCF-7. * Diferencia significativa vs el control (100%). a) Amplificacion por PCR de ERa. 1)
Marcador Phy X174, 2) OVCAR-3 y 3) control (+) linea celular MCF-7.
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6.5. PROLIFERACION CELULAR CON EL ESTIMULO DE r-hFSHy r-hLH

6.5.1. El tratamiento con r-hFSH provocé un incremento en la proliferacién en
las células OVCAR-3 a las 48 horas de estimulo.

Efecto de la r-hFSH sobre la proliferacion de la linea celular OVCAR-3, en 3
experimentos independientes. Encontramos que con todas las dosis a las 24 horas de
estimulo, no existid un aumento estadisticamente significativo (p=0.389) del porcentaje
de proliferacion celular; dosis de 50 ng/ml (116.96+10.01); 100 ng/ml (105.65+3.76);
200 ng/ml (98.75%£6.53) y 500 ng/ml (99.49+4.21) vs control (100%). Sin embargo a las
48 horas si se observé aumento significativo (p=0.002) en la proliferacion celular con
las dosis de 50 ng/ml (113.61+4.67) y 100 ng/ml (114.71+3.87) vs el control (100%).
Este incremento en la proliferacion celular no se observo con las dosis de 200 ng/ml
(102.60£2.90) y 500 ng/ml (99.31+2.14) Figura 16.
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Figura 16. Ensayo de proliferacion en las células OVCAR-3 con el estuche XTT. Las células
fueron estimuladas con r-hFSH durante 24 h (panel A) y 48 h (panel B). El efecto de la r-hFSH
provoco un incremento significativo a las 48 h de estimulo con las dosis de 50 y 100 ng/ml.
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6.5.2. El tratamiento con r-hLH provoc6 una disminucion de la proliferacién en
las células OVCAR-3 alas 24 y 48 horas de estimulo.

Después de los estimulos con r-hLH en 3 experimentos independientes en la linea
celular OVCAR-3, encontramos que a las 24 horas de estimulo, si hubo una
disminucién estadisticamente significativa (p=0.009) de la proliferacion celular a partir
de las dosis: 50 ng/ml (86.80+4.37); 100 ng/ml (85.44+4.61); 200 ng/ml (80.86+£3.88) vs
el control (100%). Asimismo a las 48 horas, también se observdé una disminucion
estadisticamente significativa (p<0.001) en la proliferacién celular a partir de la dosis:
50 ng/ml (83.45%4.26); 100 ng/ml (86.07+3.31) y 200 ng/ml (80.06+3.65) vs el control
(100%). En ambos tiempos de estimulo con 25 ng/ml no se observo decremento en la
proliferacion celular (89.27+2.46; 94.62+1.49 respectivamente). Figura 17.
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Figura 17. Ensayo de proliferacion en las células OVCAR-3 con el estuche XTT. Las células
fueron estimuladas con r-hLH durante 24 h (panel A) y 48 h (panel B). El efecto de la r-hLH
provoco un decremento significativo tanto a las 24 h como a las 48 h de estimulo a partir de las

dosis 50 ng/ml.
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6.6 EXPRESION DE Ki-67 CON LOS ESTIMULOS DE r-hFSH y r-hLH

6.6.1. El tratamiento con r-hFSH aumenta la expresion de la proteina del Ki-67,
mientras que la r-hLH disminuye su expresidn a las 48 horas en la linea
celular OVCAR-3.

La r-hFSH aumenta la expresion de la proteina de Ki-67 a las 48 horas de
estimulo con la dosis de 100 ng/ml (108.70) y 200 ng/ml (130.51). En cuanto al estimulo
con r-hLH se observd que hay una disminucién en la expresion de proteina de Ki-67 a
las 48 horas de estimulo con la dosis de 100 ng/ml (87.04) y 200 ng/ml (68.27) Figura
18.
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Figura 18. Inmunodeteccion de Ki-67 en células OVCAR-3 estimuladas con ambas
gonadotropinas durante 48 h. 1) Inmunoblot de células OVCAR-3 estimuladas con r-hFSH, 2)
Inmunoblot de células OVCAR-3 estimuladas con r-hLH. Control (+) linea celular HelLa.
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6.7.VIABILIDAD CELULAR DE OVCAR-3 CON LOS ESTIMULOS DE r-hFSH y r-
hLH

Los tratamientos con r-hFSH y r-hLH no provocaron muerte celular en la linea
OVCAR-3 durante los tiempos de estimulacién. Figura 19.
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Figural9. Ensayo de viabilidad de células OVCAR-3 con el estuche CytoTox 96. Las células
fueron estimuladas con r-hFSH durante 24 h 'y 48 h (panel A) y con r-hLH a las 24 hy 48 h
(panel B).
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7. DISCUSION.

El cancer de ovario, comiunmente se diagnostica durante la menopausia, cuando
los niveles de FSH y LH se encuentran elevados (138), la relacién causal del aumento
de gonadotropinas con el incremento en el riesgo e incidencia del cancer de ovario, es
la base de la teoria de las gonadotropinas (28). Con relacion a los receptores para
ambas gonadotropinas, se ha reportado, que su expresién disminuye conforme
incrementa el grado del tumor (67, 68). Adicionalmente, se sugiere que la expresion de
estos tiene relacion con el pronéstico de vida de las pacientes con CEO, ya que cuando
las células neoplasicas de las pacientes son positivas a hLHR, tienen un mejor
prondstico de sobrevida comparado con aquellas que no lo expresan. Por el contrario,
en las pacientes que expresan el hFSHR pero no el hLHR, tienen un prondstico mas
desalentador (71), lo anterior parece indicar que el perfil de expresion de los diferentes
receptores de gonadotropinas puede influir en la progresion del tumor de ovario de

manera diferente.

Por otro lado, la presencia de los receptores ERa y ER, influyen en el desarrollo y
progresion de los canceres hormono-dependientes (ovario, mama, prostata), ejerciendo
distintas funciones biolégicas. De hecho, en este tipo de tumores, existe un incremento
en la expresion de ERa y un decremento en la expresion del ER[ al compararse con
tejidos sanos. Adicionalmente, se conoce que el ERa es un promotor del crecimiento y
proliferacion celular de céancer de ovario, mientras que los efectos del ERB se han
descrito como proapoptéticos y antiproliferativos (96, 139). EI ERa participa durante el
proceso de metastasis de tumores ovaricos, a través de la regulacion a la alta de
factores de transcripcion asociados con la EMT (103), mientras que, el ERp tiene el
efecto opuesto ya que la inhibe. Parece ser que, de la misma manera que los receptores
de gonadotropinas, la expresién de los receptores de estrogenos tiene diferente

relevancia en la sobrevida de los pacientes (140).

El receptor de estrégenos acoplado a proteinas G (GPER) regula genes
estrogeno dependientes implicados en la proliferacion y migracion celular (112, 119).
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En el ovario, GPER se expresa en el OSE, células de la teca, células de la granulosa y
ovocitos, sin embargo aun no se conoce con exactitud la funcion de este receptor en el
ovario humano ni en patologias del mismo (131, 141). Los estudios que han tratado de
explicar la importancia de la expresion de GPER y su relacion con la sobrevida de
pacientes con EOC son escasos y controversiales (124, 125, 142, 143). Asimismo, la
informacion en relacién a los mecanismos o proteinas que regulan la expresion de
GPER es muy escasa. Vivacqua y cols (144), describen que el EGFR y TGFa regulan a
la alta GPER en células de cancer de mama y endometrio a través de la via de
transduccion de EGFR/ERK. En otro estudio, al evaluar la respuesta celular a hipoxia
en células de cancer de mama SKBR3 y en células de cardiomiocitos HL-1, se estimula
la expresion de la proteina de GPER (145). Los estrégenos también pueden influir en la
regulacion de GPER en pacientes con endometriosis donde se encuentra reducida su

expresion en relacion a los controles (146).

Existe informacion controversial sobre la regulaciéon de GPER por parte de las
gonadotropinas, tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas; en un estudio in
vivo, se encontré que durante el ciclo estral del hamster, la expresion de GPER en
células de la teca y granulosa es dependiente del estadio folicular, inicia un aumento
sostenido de la expresion en el foliculo preantral hasta llegar al antral y se mantiene en
niveles altos durante el diestro pero disminuye después del pico de LH (130). Por otro
lado, en cultivos de células de la granulosa humanas, estimuladas con ambas
gonadotropinas, la expresion de GPER, se incremento solo con altas
concentraciones de LH (131), ademas, tanto la FSH como la LH, indujeron la
expresion del RNAm y la proteina del ERp sin tener efecto alguno sobre ERa.

En el cancer de ovario, también se ha analizado la regulacion de GPER por
gonadotropinas y su relacion con la sobrevida de las pacientes por ejemplo, la
deteccion de una sefial fuerte de GPER en tumores de células de la granulosa, se
relaciond con una reduccion en la sobrevida de las pacientes con EOC (142), en otro
estudio los mismos autores, reportaron que en sistemas in vitro las gonadotropinas
regulan a la alta a GPER. Asi mismo se correlacioné la expresion tanto de receptores
de gonadotropinas y GPER con la sobrevida de las pacientes en tejidos de pacientes
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con EOC. Los resultados mostraron que la expresion de GPER en ausencia de la
expresion de los receptores de gonadotropinas le confiere a este receptor un papel de
“pronosticador positivo” para la sobrevida (132). El impacto de GPER en la sobrevida,
combinado con los datos in vitro demuestran que la activacion de GPER reduce la
proliferacion de células de cancer de ovario en ausencia de la sefializacion de LH/FSH
y por ultimo en este estudio no se encontrd correlacion alguna entre GPER con ERa. y
ERpP. Por otro lado, se ha descrito que los receptores ERa y ERp junto con GPER
regulan vias proliferativas y apoptéticas involucradas en la espermatogénesis durante el

desarrollo reproductivo del varén (147).

Debido a que es relativamente escasa y controversial la informacion existente
sobre la regulacion de GPER por gonadotropinas en el cancer epitelial de ovario, el
objetivo de este trabajo de tesis fue analizar, si los sistemas activados de
FSH/hFSHR y LH/hLHR regulan a GPER de manera diferencial y si ésta activacion
y/o inhibicion podria modificar la expresion del ERa afectando asi la proliferacion in

vitro de una linea celular proveniente de un adenocarcinoma ovarico (OVCAR-3).

En primera instancia, nuestros resultados demostraron que la linea celular
OVCAR-3 expresa de manera enddgena ambos receptores para gonadotropinas,
hFSHR y hLHR y el receptor de estrégenos GPER. Heublein en el 2013 (132), reportd
gue la linea celular OVCAR-3 expresaba solamente el hFSHR y no el de hLHR, esto
evaluado por PCR en tiempo real. Sin embargo, nosotros identificamos tanto el RNAmM
como la proteina de ambos receptores. EI RNAm se identificé a través de PCR de punto
final (Fig. 6), los productos se secuenciaron y compararon con la base del Gene Bank
para confirmar su identidad (Fig. 6)

Es bien conocido que la via de sefalizacion clasica de las gonadotropinas a través
de sus receptores se lleva a cabo mediante la activacion de la enzima adenilato ciclasa
lo que conlleva a un incremento en la sintesis de AMPc y la subsecuente activacion de
la proteina cinasa A (PKA). En un estudio donde utilizaron la linea celular OVCAR-3, la
FSH y la LH incrementaron la migracion y proliferacion a través de la activacion de la
via MAPK/ERK1/2 de manera dependiente de PKCd y calcio. El no haber detectado
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incremento intracelular en la produccion de AMPc llevé a estos autores a afirmar que la
via de PKA no esta involucrada en este sistema (75), lo cual reportan como datos no
mostrados. Aunque en este trabajo de tesis no se determinaron las vias de
transduccion involucradas en la regulacion de GPER, nuestros resultados difieren de lo
reportado por Mertens-Walker y cols (75) ya que, nosotros si obtuvimos cambios en la
acumulacién de AMPc en la misma linea celular OVCAR-3, lo cual nos indicé que los
receptores de gonadotropinas detectados son funcionales. El analisis de la
funcionalidad se realiz6 midiendo la acumulacion de AMPc después de estimular las
células con dosis crecientes de r-hLH y r-hFSH durante 48 horas, mostrando
respuestas con un patrén dosis dependiente (Fig. 8). Debido a la discrepancia que
existe en relacién a la expresion del receptor de hLHR en OVCAR-3 (72, 132, 148,
149), consideramos de gran importancia haber identificado la expresién tanto del RNAmM
como de la proteina de hLHR, lo cual nos permite plantear que la diferencia de
resultados se debe a que posiblemente los sistemas utilizados por otros investigadores
no tenian la sensibilidad y especificidad que nosotros logramos con nuestra
metodologia. Para lograr la deteccion de los bajos niveles de la proteina hLHR, se
utilizaron en primer lugar, una mayor cantidad de extracto proteico (110 pg de proteina)
(Fig. 7) y segundos anticuerpos fluorescentes con alta sensibilidad. La linea celular
OVCAR-3 de obtuvo de ATCC para asegurar que no hubiese cambios en su fenotipo,
como sucede con las lineas celulares que tienen varios pases (150). La medicion de la
acumulacion de AMPc, se realiz6 mediante radioinmunoandlisis cuya sensibilidad fué 2
fmol (133). En nuestra experiencia el inmunoblot utilizado con segundos anticuerpos
fluorescentes tiene dos ventajas; es mas especifico y mas reproducible que el sistema
quimioluminiscente. La valoracién de la citotoxicidad en la linea celular OVCAR-3 con
los diferentes estimulos de gonadotropinas mostré que no existe efecto téxico con
ninguna de las dosis utilizadas (Figs. 6 y 7).

Con relacion a la regulacion de la expresién de GPER por las gonadotropinas en
la linea celular OVCAR-3, nuestros resultados demuestran que la r-hFSH es capaz de
inducir un aumento del RNAm y de la proteina GPER a dosis de 50, 100 y 200 ng/ml
después de 48 horas de estimulo (Figs. 11y 12). Por el contrario, la r-hLH tuvo el efecto

contrario provocando una disminucién de la expresion de la proteina de GPER utilizado
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las mismas dosis de 50, 100 y 200 ng/ml bajo las mismas condiciones experimentales
(Fig. 14), no teniendo el mismo efecto sobre el RNAm de GPER (Fig. 13) por lo que se
podria pensar que la regulacion de GPER por r-hLH podria darse a nivel traduccional y
no transcripcional. En células de la granulosa humanas, la r-hLH regula a la alta la
expresion de GPER (131), mientras que nosotros observamos un efecto contrario en la
linea celular OVCAR-3, lo cual indica que en el humano, la expresion de GPER esta
hormonalmente regulada por r-hFSH y r-hLH de manera diferente en condiciones sanas
(células de la granulosa) y malignas (adenocarcinoma, linea celular OVCAR-3).

La informacion sobre la expresion del ERa en la linea celular OVCAR-3 también
ha sido controversial (132, 151). O’'Donnell y cols., documentaron que dicha linea
celular no expresaba el ERa (151), mientras que nuestros resultados corroboran la
expresion tanto del RNAmM como de la proteina correspondiente (Fig. 15). Es importante
resaltar que ademas de identificar la expresion del ERa, los resultados mostraron que
dicha expresion esta regulada hormonalmente y es diferente segin el estimulo
gonadotrépico, ya que la r-hFSH la regula a la alta y la r-hLH la regula a la baja
después de 48 horas de estimulo con la dosis de 200 ng/ml (Fig. 15). La diferencia de
nuestros resultados con los autores que no detectaron el ERa, podria deberse a que
nuestra metodologia para hacer extractos nucleares es mas especifica (137); ademas
de que en los inmunoensayos se cargaron al gel aproximadamente 80 pg de proteina

para lograr la deteccién del receptor.

La participacion de la FSH en el cancer de ovario ha sido evaluada en mudltiples
estudios in vitro, los resultados han permitido generalizar que esta hormona juega un
papel en la proliferacion celular, inhibicion de la apoptosis, adhesion, migracion,
invasion, angiogénesis y quimioresistencia (82, 152, 153) a través de la regulacion de la
expresion de algunas proteinas participantes en dichos procesos como por ejemplo, el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) el cual es estimulado por la FSH en
células de carcinomas serosos (154), facilitando el potencial angiogénico caracteristico
del cancer de ovario. Con respecto a las proteinas involucradas en la proliferacion
celular reguladas por la FSH se encuentran la ciclina D1, ciclina E y survivina,
asimismo, la FSH regula a la baja la expresion de proteinas relacionadas con el
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proceso de reduccion de la apoptosis como son el receptor de muerte 5 (DR5) y la
proteina codificada por el gen de muerte celular programada 6 (PDCD®6) (155). De la
misma manera que FSH regula a la alta las proteinas antes mencionadas, la regulacién
gue ejerce esta gonadotropina sobre GPER en la linea celular OVCAR-3 podria sugerir
gue el sistema activado FSH-hFSHR/GPER junto con el aumento en la sintesis del
ERa, podria contribuir en el proceso de proliferacion celular, como lo demostraron los
resultados obtenidos en este trabajo a través del ensayo de proliferacion (XTT) (Figs.
16 y 17), lo cual fue apoyado por la posible regulacion a la alta del marcador de

proliferacion, antigeno Ki-67 (Fig. 18), observado en el inmunoblot.

Por otro lado la participacion de la LH en el cancer de ovario también ha sido
evaluada en diversos sistemas in vitro. En un estudio realizado en la linea celular de
cancer de ovario (SKOV-3), la LH disminuy6 la proliferacién, invasion y migracion
celular a pesar de que esta gonadotropina regulé a la alta al oncogen ErbB-2,
sugiriendo que en algunos sistemas la regulacién a la alta de ErbB-2 por si sola, es
insuficiente para producir un fenotipo mas agresivo (74). En otro estudio in vitro con las
mismas SKOV-3 transfectadas de manera estable con el hLHR y estimuladas con LH,
se realiz6 el analisis transcriptomico (microarreglos y PCR de tiempo real) para
identificar los cambios dependientes de la expresion y activacion del hLHR, en los
niveles de expresion génica y vias de transduccion. Dentro de 1,783 genes regulados
por la LH en este sistema, se encuentran cinco grandes familias de factores de
crecimiento, reguladores de la traduccion, transportadores, receptores acoplados a
proteinas G y receptores nucleares dependientes de ligando. Con este andlisis se
encontr6 que la LH participa en redes de regulaciéon transcripcional de crecimiento
celular, apoptosis y en mdltiples vias de transduccion de sefial. La LH induce la
apoptosis y la inhibicién del crecimiento celular a través de cambios significativos en la
expresion de miembros de la familia TNF, como es el caso del gen TNFSF10, el cual
codifica a la proteina TRAIL que puede unirse a los miembros de la familia TNF
induciendo apoptosis (155, 156). Con respecto a la participacion de la LH en el proceso
de proliferaciéon, existe un estudio donde en células de cancer de mama MCF-7, la
activacion del receptor hCGR/hLHR por hCG, promueve la diferenciacion y disminuye la
proliferacion celular, ademas de suprimir la expresion del ERa y activar la via de
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sefalizacion PKA. De tal forma, nosotros en este estudio observamos que la activacion
del sistema LH/LHR disminuye la expresion de GPER y del ERa, en células de cancer
de ovario, todo ello en conjunto podria inducir la disminucion en la proliferacion celular
como lo muestran nuestros resultados a través del ensayo de XTT y de la posible
regulacién a la baja del marcador de proliferacién, antigeno Ki-67 (Fig. 18).

Todo lo anterior apoya aun mas la idea del papel protectivo de la LH en el cancer
de ovario. La activacion de los receptores de ambas gonadotropinas y la subsecuente
produccion de AMPc pueden también contribuir al efecto diferencial observado, ya que
se ha descrito que el AMPc tiene la capacidad de aumentar o disminuir el crecimiento
celular (157). Por dltimo, utilizando la misma linea SKOV-3, se encontré que la LH
regula a la alta dos proteinas que tienen diferente accién en la proliferacion celular; la
prohibitina la disminuye y la MMP-9 la aumenta a traves de ERK y PI3K/AKT. La
regulacion al alta de prohibitina por LH, ocasioné una disminuciéon en la proliferacién

cuando se silenci6 a la MMP-9 con RNA de interferencia (154).

Los resultados encontrados en la linea celular OVCAR-3, estimulada con r-hFSH y
r-hLH, demuestran que existe una regulacion diferencial de estas gonadotropinas sobre
GPER y ERa, ademas de tener un efecto igualmente diferente sobre la proliferacion
celular, proceso que podria confirmarse con el marcador Ki-67. La regulacion a la alta
por r-hFSH y a la baja por r-hLH sobre estos receptores en el cancer de ovario nos
sugiere que existe una comunicacion entre ellos que tiene que ser explorada mediante
sus diferentes vias de transduccion. Los resultados de la expresion diferencial de GPER
ocasionados por la estimulacion de gonadotropinas en la linea celular OVCAR-3 serian
de gran utilidad como blancos terapéuticos para la disminucion de la proliferacion

celular, mecanismo importante en el desarrollo y progresion del cancer.

65



CONCLUSIONES

8. CONCLUSIONES

* La linea celular de adenocarcinoma de ovario OVCAR-3 expresa los receptores
funcionales de hFSHR y hLHR de manera enddgena.

e Lar-hFSH regula a la alta la expresion del RNAm y de la proteina GPER en la linea
celular OVCAR-3. Sin embargo, la r-hLH regula a la baja la expresion de la proteina
de GPER mientras que el RNAmM no mostré cambios significativos.

e Lar-hFSH regula a la alta la expresion de la proteina ERa mientras que la r-hLH la

regula a la baja, en la linea celular OVCAR-3.

* La activacion del sistema FSH-hFSH y la sobre expresion de GPER tienen un
efecto proliferativo, mientras que la activacion del sistema LH-hLHR vy la
disminucién en la expresién de GPER provoca un efecto antiproliferativo en la linea
celular OVCAR-3.

* Las gonadotropinas regulan de manera diferencial tanto el GPER como el ERa e
influyen directamente en la proliferaciéon de este tipo celular derivado de un
adenocarcinoma ovarico (OVCAR-3).

 Dada la alta malignidad y el pobre prondstico de las pacientes con cancer de
ovario, los mecanismos que regulan la expresiéon del GPER representan un
blanco terapéutico y por lo tanto estos resultados podrian contribuir para el
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento en el cancer de ovario.
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