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RESUMEN

En el ovario normal, la angiogénesis es un proceso finalmente regulado y es fundamental para la funcion ovarica (esteroidogénesis
y ovulacion). En el cancer ovarico epitelial, la angiogénesis se encuentra aumentada y uno de los elementos angiogénicos mas
importantes en ambos casos es el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF). Por otra parte, el factor de crecimiento
nervioso (NGF), también ha sido considerado un factor angiogénico tanto directo como indirecto a través del aumento de
VEGF en tejidos no-neuronales, diferentes del ovario. Antecedentes demuestran la expresion de NGF en ovario de mamiferos,
incluyendo el ovario humano. Nuestro objetivo fue examinar la relacion entre NGF y VEGF en ovario normal y cancer ovarico
epitelial. Nuestros resultados demuestran que en ovario normal, NGF y su receptor especifico (trkA), se expresan en células de
la granulosa de foliculos pre-antrales y antrales, similar a lo descrito para VEGF. Ademas, NGF aumenta la expresion de VEGF en
células de granulosa humana en cultivo. En cancer ovarico epitelial, NGF y trkA se sobre-expresan en células epiteliales y NGF
al activar a su receptor trkA, aumenta la expresion de VEGF en cultivo de explantes de este tejido. Estos resultados demuestran
que NGF y trkA podrian estar involucrados a través de la regulacion de la expresion VEGF, en la angiogénesis del ovario normal
como en cancer ovarico epitelial.

SUMMARY

In the normal ovary, the angiogenesis is a fundamental and cyclical process that happens in each ovulation. In the epithelial
ovarian cancer, the angiogenesis is increased and as it is known, it is essential for the growth of solid tumors. The endothelial
growth factor (VEGF) is one of the most important factors in this process. The nerve growth factor (NGF), has been considered
as a direct and indirect angiogenic factor through the increase of VEGF expression in non-neuronal tissues, different from the ovary.
Previous reports have demonstrated NGF expression in mammals ovary, including the human ovary. Our aim was to examine the
relation between NGF and VEGF in normal ovary and epithelial ovarian cancer. Our finding demonstrated that in normal ovary, NGF
and its specific receptor (trkA) are expressed in granulosa cells from pre-antrals and antrals follicles, similar to those reported for VEGF. In
addition, NGF increases the VEGF expression in human granulosa cells in culture. NGF and trkA are over-expressed in epithelial cells
and NGF activates its trkA receptor, increasing VEGF expression in cultured explants of epithelial ovarian cancer. These results
show that NGF and trkA could be involved in angiogenesis process in normal ovary and epihelial ovarian cancer.
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NGF Y OVARIO NORMAL

Se sabe que la familia de las neurotrofinas o neu-
ropéptidos, y en especial el factor de crecimiento
nervioso (NGF), son fundamentales para la sobre-
vida y diferenciacién celular en el sistema nervioso
central y periférico(l'”, as{ como también son impor-
tantes para el desarrollo de tejidos no neuronales
19, Estas funciones fueron sugeridas por estudios
que demostraron la presencia de receptores de alta
afinidad a neurotrofinas en una variedad de tejidos
no neuronales, incluyendo el sistema cardiovascular,
endocrino, inmune y reproductivo'’.

Aunque atn no se conocen todas las funciones
que tienen las neurotrofinas en el ovario, hasta
ahora estd claro que son el soporte tréfico de
la inervacién simpética del érgano y que tienen
una tmportante partictpacién durante dos perto-
dos del desarrollo ovdrico que son criticos para
la funcién reproductiva el desarrollo folicular
temprano\l“” la ovulacién®'®. Las neurotro-
finas facilitan el crecimiento folicular temprano,
en dos fases secuenciales de este proceso como
son: la diferenciacién de foliculos primordiales a
foliculos primarios y el crecimiento de estos fo-
liculos a foliculos secundarios™. Dichas etapas
parecen estar relacionadas con la capacidad del
factor de crecimiento nervioso (NGF) para ac-
tuar sobre la prohferaaon tanto en células de la
granulosa como en células de la teca™, asf como
también, inducir la sintesis de receptores de FSH
en células de la granulosa‘17 Al ocurrir la primera
ovulacién, el factor de crecimiento nervioso con-
tribuye a la cascada ovulatoria aumentando la li-
beracién de prostaglandmas E2®), disminuyendo
la comunicacién de las gap-junction e induciendo
la proliferacién de células de la teca en foliculos

pre—ovulatorios(ls).

Todos los procesos descritos previamente, han
sido demostrados en roedores. Sin embargo, evi-
dencias recientes demuestran que las neurotro-
finas y sus receptores también se encuentran en
el ovario fetal humano® y que las células de la

granulosa humana secretan otro neuropéptido
como es el BDNF, el cual estarfa part1c1pando en
la regulacién de la maduracién del ovocito®”. Re-
sultados encontrados por nuestro grupo demues-
tran que en ovario humano normal, NGF y su
receptor de alta afinidad, trkA, se expresan prin-
cipalmente en células de granulosa de foliculos
pre-antrales y antrales; encontrindose también en
células de la teca de foliculos antrales. Junto a
estos hallazgos, demostramos que NGF aumen-
ta la expresién de los receptores para FSH, asi
como también la secrecién de estradiol en células

de granulosa humana en CulthO(ZI/

La expresién de NGF y su receptor trkA en célu-
las de granulosa en foliculos pre-antrales y antra-
les, coincide con la expresién del factor de creci-
miento del endotelio vascular (VEGF)(“), factor
angiogénico y potente mitdgeno del endotelio
vascular y uno de los factores mds importantes de
la angiogénesis del ovario.

El proceso de angiogénesis ocurre de una manera
muy controlada como parte de la funcién ovirica
normal, durante la ovulacién. Esto sugiere que, al
menos algunas células ovdricas, estdn preparadas
para entregar el estimulo paracrino necesario para
el crecimiento de nuevos vasos sanguineos.

Durante la vida reproductiva, VEGF part1c1pa en
el crecimiento ciclico de los foliculos oviricos asi
como también en el desarrollo y mantencién del
cuerpo lateo. La expresmn y secrecién de VEGF
es inducida vfa activacién de los receptores tanto
de FSH como LH. La expresmn y produccién de
VEGF dentro del ovario es critica para la funcién
reproductiva normal. Defectos en la angiogénesis

ueden contribuir a una variedad de desérdenes
incluyendo la anovulacién, infertilidad, perchda
de embarazo, sindrome de hiperestimulacién ové-
rica y cancer ovarico™®,

Ya que, por una parte, la expresmn del receptor
trkA en el ovario ocurre previo a la ovulacién®
similar a lo que ocurre con VEGF®Y, se puede



pensar que ambos factores estarfan actuando
concomitantemente en procesos importantes de
la funcién ovirica y posiblemente en los procesos
angiogénicos que ocurren en la fase folicular y
latea del ciclo ovirico. Ademds, a NGF también
se le atrlbuye estar involucrado en ciertas patolo—
gfas ovdricas, tales como el ovario pohqulstmo‘zo

al 1gual que VEGF®,

Cuando se realiza un auto—transplante de los ova-
r10S a un sit1o ectépico en la rata, se ha encontra-
do que éstos répidamente recuperan la funciona-
lidad®. Después de las 48 horas de realizado el
trasplante de los ovarios, ya muestran una masiva
re-vascularizacién, acompaﬁada de un aumento
en la expresién de VEGF, en un proceso depen—
diente de gonadotroﬁnas‘\ﬂ/, y, a los cuatro dfas
de realizado el transplante ya recuperan la capa-
cidad de ejercer retroalimentacién negativa sobre

el eje hipotdlamo- hlpOﬁSlS\" .

EINGTE, sélo 0 en combinacién con otras moléculas
endégenas biolégicamente activas, puede producir
su accién en células endoteliales mas probable—
mente en la actividad angiogénica 2728/ . También se
ha sugerido que en neuronas sensoriales periféri-

cas, NGF estimula la produccién de VEGF®Y,

Durante el proceso de neo-vascularizacién del
ganglio cervical superior en ratas recién nacidas,
se observé un aumento de la densidad de vasos
sangufneos, cuando los animales fueron tratados
con NGF. Este efecto se correlaciona directamen-
te con un aumento en la expresién de VEGF. Es-
tos resultados sugieren que la angiogénesis puede
ser regulada indirectamente a través de NGF®”,
Por esta razén, sabiendo que las células de granu-
losa humana expresan NGF, asf como también su
receptor de alta afinidad (trkA); nos interesd es-
tudiar st NGF era capaz de regular la expresién
de VEGF en estas células en cultivo, encontrando
que efectivamente NGF aumenta la expresion de
VEGF de una manera autocrina, activando al re-
ceptor trkA y las subsecuentes activaciones de la

cascada de sefializacién de las MAPK — ERK y de
PBK'y AKT (resultados no publicados).

Los resultados obtenidos pOr NUestro grupo su-
gieren que en ovario humano adulto, NGF estarfa
involucrado en la angiogénesis normal del ovario,
a través de la expresién de VEGF, asf como tam-
bién en la expresion del receptor para FSH y se-
crecién de estradiol, previo a la ovulacién.

NGF Y CANCER OVARICO EPITELIAL

El cdncer ovdrico es predominantemente un tumor
que se presenta en mujeres mayores y es detecta-
do en etapas avanzadas, ya que es una patologfa
silente, que conlleva a una alta tasa de muerte. El
cincer de ovario es considerado un cincer de mal
prondstico por su diagndstico tardfo. Los tumores
epiteliales rara vez se ven antes de la menarquia,
la mayor incidencia ocurre entre los 40 y 70 afios.
La incidencia de cincer ovirico se relaciona con la
edad y, dado que la tasa poblacional chilena de Ia
tercera edad estd aumentando, se espera encontrar
un mayor ndmero de pacientes con esta patologfa,
implicando un problema en salud pablica.

La patogénesis del carcinoma ovérico atn no estd
del todo clara. Muchos mecanismos han sido
propuestos para explicar su etiologia La teorfa
de Fathalla, sugiere que repetldas ovulaciones
traumatizan el eplteho ovdrico, haciendo que es-
tas células sean mds susceptibles a los cambios
de malignidadm)‘ Sin embargo, no existen evi-
dencias concluyentes que demuestren o avalen
dicha teorfa. Podria exphcarse en todo caso, por
una injuria que el ovario experimenta por cada
ovulacién y que de esta manera, por factores lo-
cales, el epitelio comienza a proliferar en forma
descontrolada.

Existen evidencias que demuestran que el cin-
cer ovirico epltehal surge por expansion clonal
de una sola célula progenltora transformada®'3%.
Sin embargo, la serie de eventos involucrados en
la iniciacién, progresién y metistasis del cincer



ovarico epitelial, aln no esti establecida. No est
claro si la malignidad surge de los tumores benig-
nos o tumores borderline, o st ellos se desarrollan
de novo del epitelio superficial del ovario o de los
qulstes de inclusién epitelial, ya que hay eviden-
cias para ambas alternativas®?. La mayorla de los
tumores ovdricos malignos son del tipo epitelial
(80%) y son altamente angiogénicos.

La angiogénests, prerrequisito para el crecimiento
de tumores sélidos después de una eta}?a corta
avascular®| involucra tanto prohferaaon 4 como
migracién®” de células del endotelio capdar Las
células endoteliales en tumores humanos prohfe—
ran a una velocidad de 50 a 200 veces mayor que
aquellas de tejido endotelial adulto normal®%.

El proceso angiogénico tiene una 1mportanc1a ted-
rica en el contexto del cincer ovirico por dos ra-
zones. Primero, el proceso de angiogénesis ocurre
de una manera muy controlada como parte de la
funcién ovirica normal, durante la ovulacién. Esto
sugiere que, al menos algunas células oviricas, es-
tin preparadas para entregar el estimulo paracrino
necesario para el crecimiento de nuevos vasos san-
guineos y que, en la transformacién, esta capaadad
estd presente tempranamente en el desarrollo tu-
moral. Segundo, el gran tamafio caracterfstico de
los tumores ovéricos requiere del proceso de angio-
géness para la sustentacién del tumor.

Ademds de la importancia de la angiogénesis en
los procesos tumorales, las células cancerosas se
caracterizan por una falta en el control regulato-
rio del crecimiento celular, en parte a través de las
sefiales generadas por una variedad de receptores
de factores de crecimiento, tales como receptores
tirosina kinasa. En muchas células, la sobre-ex-
presién de los receptores de neurotrofinas o cam-
bios en la actividad de cascadas intracelulares de
transduccién de sefal, estin involucradas en la
transformacién malignas de las células®?.

Algunos autores sugieren que la interaccién NGF con
su receptor especfﬁco trk A puede estar involucrada en

el crecimiento de ciertos carcinomas no neuronales.
Es asf como se ha demostrado una sobre-expresién de
los receptores de neurotrofinas en cinceres de diferen-
tes tejidos, tales como: tiroides®73Y, pulmon\”J esd-
fago 89 préstata™ ), @) y también en cincer
de ovario™®**) donde la expresion de los receptores de
NGF (trkA) fueron detectados en un 82% en tumo-
res sélidos de origen epitelialm)‘

mama:

Para el caso del carcinoma ovérico, la expresién de
los receptores de neurotrofinas puede tener una
relevancia blologma mds que prondstica, atin no

caracterizada®; sin embargo, son escasos los tra-
bajos realizados en relacién con la part1c1pac1on
de las neurotrofinas y sus receptores en este tipo
de cdncer, para Hegar a una conclusién valida.

El componente critico de la angiogénesis es la
produccién autocrina y paracrina del factor de
crecimiento de endotelio vascular VEGF®%, tan-
to en tejido normal como en tejido patolog1co.

En mamiferos se han detectado cinco isoformas
de VEGF, producto de splicing alternativo del gen:
VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGFI89 y
VEGF206%**7), Los transcritos que codifican para
VEGF121, VEGF165 y VEGF189 son detectados
en la mayorfa de las células y te}ldos que expresan
el gen VEGE, donde la especie molecular predo-
minante es VEGF165. Por el contrario VEGF206
es una forma rara y ha sido descrita sélo en hi-
gado fetal humano™7#%49) Se ha encontrado que
VEGF189 y VEGF206 se unen a heparina y en su
mayorfa son secuestrados en la matriz extracelular.
Por otro lado, VEGF121, VEGF145 y VEGF165
son secretadas; sin embargo, una fraccién impor—
tante de VEGF165 permanece unida a la superﬁcie
celular ya la matriz extracelular®®.

Se ha demostrado, predominantemente, la ex-
presién del mRNA de las isoformas VEGF121 y
VEGF165, en ovario normal y cancer ovarico epi—
telial®19299, Los RNAm para estas isoformas se
encuentran sobre-expresados en la mayorfa de los
tumores humanos, incluyendo, los tumores oviri-



cos15%) Vs al correlacionar la expresion de VEGF
con las caracterfsticas del tumor, se ha encontrado
que VEGFI165 esti elevado en todos los estados
de carcinoma ovérico, seglin tipo histologlco‘\”)
En un estudio realizado en lineas celulares de
carcinoma OVArico y tumores ovaricos en dife-
rentes estadios, demostraron también una mayor
predominancia de las isoformas de VEGFI121 y
VEGF165; sin embargo, la 1soforma VEGFI189
fue encontrada en dos lineas celulares de sets es-
tudiadas, y en algunos casos de cdncer ovdrico en
estados 111 y IV, es decir més avanzados®?

Resultados de nuestro grupo, muestran que tan-
to en tejido ovarico normal como en cincer ovi-
r1co epitelial, se encuentran niveles de RNAm de
tres isoformas del VEGF (VEGFIZI, VEGF165
y VEGF189>. Al comparar la expresién de estas
isoformas en ambos tejidos, se encuentra un au-
mento significativo de los niveles del RNAm de
VEGF165 y VEGFI189 en cincer ovirico ep1te—
1ial®¥. M4s adn, al estudiar la expresion de VEGF
por efecto de NGF en cultivos de explantes de cdn-
cer ovarico epitelial, encontramos que NGF produ—
ce un aumento signiﬁcativo tanto de los niveles del
RNAm como de la Erotema de las tres isoformas
antes mencionadas®*. Este efecto fue inhibido por
inmuno-bloqueo de NGF y por un inhibidor de
tirosina kinasa (K., mdlcando que la regulaaon
de la expresmn de VEGF en cincer ovirico ep1te—
lial por accién de NGF, es espeaﬁca y mediada por

activacién de su receptor trkA.

Pricticamente, no existe informacién respecto
de la expresién del receptor trkA en células
del epitelio superﬁcml de ovario normal, sin
embargo existen dos estudios'®” realizados
con un ndmero pequefio de muestras, donde
no encuentran expresién de este receptor
en este tipo de epitelio. Nuestro grupo, al
realizar la deteccién de NGF y trkA por
inmunohistoqufmica en un ndmero mayor de
muestras de ovario normal, encontré una leve
deteccién de NGF y una muy leve para trkA
en el epitelio de la superﬁcie del ovario normal
en el 10% de los casos estudiados®. Ademis,
también hemos encontrado una alta expresién de
NGF y trkA en el epitelio de tejidos de cdncer
ovarico ePItehal similar a lo encontrado en la
literatura®++9,

Por tanto, el hecho de encontrar una leve presen-
cia de NGF y trkA en epitelio de la superficie del
ovario y una muy alta expresién tanto del neu-
ropéptido como de su receptor de alta afinidad
en células epiteliales en tejido de cdncer ovérico
epitelial; y que NGF, por activacién del recep-
tor trkA, produce un aumento en la expresién de
VEGEF en tejido de céncer ovirico epitelial, nos
permite especular que tanto la expresién de NGF
como la del receptor trkA en epitelio normal de la
superficie del ovario, podrlan ser eventos tempra-
nos en la tumorogénesis y en la angiogénesis del
cancer ovarico epitelial.
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